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INFLUENCE DU SYSTEME NERVEUX SUR LA ‘TOXINE TETANIQUE 


Les recherches résumées dans mon premier mémoire sur les 
toxines (ces Annales, novembre 1897, p. 804) m’ont amené a 
étudier d’une facon plus détaillée les phénomeénes qui se passent 
dans lorganisme des sauropsidés en général, et des poules en 
particulier, apres injection de la toxine tétanique. 

Dans le courant de ces expériences, faites pendant les deux 
derniéres années, j’ai eu souvent occasion d’étudier l’action 
tétanigene sur des souris auxquelles j’avais injecté en méme 
temps ou peu de temps auparavant des fragments du cerveau et 
de la moelle épiniére de tortues et de poules; comme je l’ai dit 
dans mon premier mémoire, je n’ai observé aucune action anti- 
toxique de ces organes. 

Comme ceite constatation semble étre en désaccord avec les 
faits, si intéressants, découverts tout récemment par MM. Was- 
sermann et Takaki*, et comme d'un autre coté ces faits promet- 
taient de jeter une vive Jumiére sur la question de la produc- 
tion de l’antitoxine, je me me suis mis a étudier Vinfluence du 
systeme nerveux central sur la toxine du tétanos. 


1. Berliner klinische Wochenschr., 1898, n° 1. 
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Dans le but d’élucider ’apparente contradiction entre les 
résultats de MM. Wassermann et Takaki, obtenus surtout avec le 
cerveau de cobaye, et les miens, obtenus avec les centres ner- 
veux des tortues et des poules, j’ai d’abord étudié comparative- 
ment l’influence du systeme nerveux central de ces diverses 
espéces animales sur la toxine télanique. 

J’ai pu d’abord confirmer l’expérience fondamentale et si 
intéressante de MM. Wassermann et Takaki : le cerveau de cobaye, 
broyé avec de l’eau stérile ou avec de la solution physiologique 
de chlorure de sodium, et injecté en mélange avec des doses plu- 
sieurs fois mortelles de toxine tétanique, préserve contre le téta- 
nos les animaux les plus sensibles, comme le cobaye et la souris. 
Des doses minimes de cerveau exercent déja une action mani- 
feste, et, par exemple, 8 milligrammes de cerveau de cobaye 
normal peuvent suffire pour préserver des souris contre la dose 
stirement mortelle (pour des souris non traitées) de toxine téta- 
nique. 

Le cerveau de cobaye produit cette action antitoxique non 
seulement chez la souris, mais aussi chez le cobaye. 

Méme le cerveau, prélevé sur des animaux alteints de tétanos 
mortel, manifeste son action contre la toxine tétanique dans le 
eas ot on l’injecte en mélange avec celle-ci a des animaux neufs, 
Ainsi 36 milligrammes de cerveau, retirés & un cobaye en plein 
tétanos généralisé, ont préservé une jeune souris blanche contre 
le tétanos mortel. Des constatations analogues ont été faites pour 
le cerveau des souris tétaniques. 

Kh bien, tandis que le cerveau de ces rongeurs, doués d’une 
sensibilité extraordinaire pour le tétanos, agit d’une fagon si 
remarquable, les centres nerveux des animaux réfractaires ou 
trés peu sensibles au tétanos n’exercent aucune action antiléta- 
nique, ou bien cetle action n’est que trés peu appréciable. 

La moelle épinitre des tortues (Cistudo lutaria et Testudo 
pusilla), injectée a des souris en mélange avec des doses faibles 
de toxine tétanique, non seulement n’empéche pas le tétanos 
mortel de se produire, mais méme n’amene aucun retard dans 
la marche et Vissue de la maladie. Le cerveau de ces reptiles 
ralentit l'apparition du tétanos, sans empécher son développe- 
ment, ni la mort. 

Les centres nerveux de la poule, animal incomparablement 
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moins sensible au tétanos que le cobaye ou la souris, exercent 
une action faible sur le tétanos des souris. Ici encore la moelle 
épiniere est inefficace, tandis que le cerveau, s'il n’empéche pas 
le développement du tétanos, ralentit au moins la marche de la 
maladie et transforme un tétanos aigu et mortel en une maladie 
chronique et guérissable. Et encore, pour obtenir cet effet, il ne 
faut se servir que de doses faibles de toxine, amenant la mort 
des témoins en trois a cing jours au moins. Ces faits expliquent 
pourquoi, dans mes expériences de ces dernitres années, je n’ai 
pas pusaisir l’effet antitélLanique des centres nerveux des saurop- 
sidés étudiés. 

Des données que je viens de résumer on pourrait conclure 
que l’action antitétanique des centres nerveux n’a rien a faire 
avec l’immunité des espéces animales qui fournissent la matiére 
cérébrale, mais serait plutét en rapport avec la réceptivité pour 
le tétanos. Plus un animal est sensible a la toxine tétanique, 
plus ses centres nerveux seraient efficaces contre ce poison. 
Dans I’intention de vérifier cette hypothése, je me suis adressé 
a des grenouilles, animaux trés sensibles pour le tétanos. I] est 
vrai qua des températures basses, les grenouilles ne contractent 
cette maladie qu’avec des doses considérables de toxine, mais 
a 37° (ou a peu pres) il suffit de doses tres petites pour amener 
chez elles le tétanos mortel. Ainsi. toutes mes tentatives pour 
vacciner des grenouilles contre la toxine tétanique ont échoué 
a cause de la grande sensibilité de ces batraciens vis-a-vis du 
tétanos. 

Eh bien, le cerveau des grenouilles (Rana fusca) est d'une inef- 
ficacité absolue contre la toxine tétanique, injeclée en méme 
temps que lui a des souris. 

I] résulte donc de mes expériences que |’action antitétanique 
des centres nerveux est un privilége des mammiféres. La poule 
a des centres nerveux beaucoup moins efficaces; les tortues ne 
produisent qu’un effet tres faible; les grenouilles ne manifestent 
aucune action antilétanique. 

- On arrive a cette conclusion gue le fait décowvert par 
MM. Wassermann et Takaki ne peut nullement étre utilisé pour expli- 
quer Vimmunité naturelle contre le tétanos. Déja les données anté- 
rieures ont démontré que cette immunité ne pouvail étre attribuée 
& une action antitoxique du sang. Celles que nous venons de 
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résumer prouvent qu’elle ne peut non plus trouver son explica- 
tion dans une action antitoxique des centres nerveux. La thése, 
exposée dans mon premier mémoire, que Vimmunité naturelle ne 
dépend pas du pouvoir antitoxique, se trouve done corroborée. 

Mais peut-étre ’immunilé acquise pourrait-elle étre réduite 
a Vaction antitétanique des centres nerveux des animaux vacci- 
nés contre le tétanos? Des expériences inédites de MM. Roux et 
Vaillard sur leslapins immunisés, ainsi que mes propres recher- 
ches sur les poules, dont le sang était devenu antitoxique a la 
suile d’injections de toxine tétanique, ne plaidaient pas en faveur 
de cette hypothése. Mais, comme le probleme est en général trés 
délicat et compliqué, il était nécessaire de chercher des faits 
nouveaux, capables de |’élucider autant que possible. 

Comme les éléments qui produisent l’antitoxine peuvent en 
méme temps renfermer des dépdts de toxine ou au moins de 
toxoides d’Ehrlich, ces substances pourraient masquer l’action 
antilétanique des centres nerveux des animaux injectés avec 
de fortes quantités de toxine tétanique. Voila pourquoi il est 
devenu trés important de faire des études comparatives du pou- 
voir antitoxique des humeurs et des centres nerveux d’animaux 
immunisés gui, depuis une période de temps suffisamment 
longue, n’avaient pas recu d’injections toxiques. C’est ce que 
nous avons taché de réaliser. 

Parmi nos poules, traitées avec de la toxine tétanique, il s’en 
est trouvée une dont le sang était encore sensiblement anti- 
toxique, bien que la poulen’ett plus regu de toxine depuis pres de 
huit mois (239 jours). Une partie des hémisphéres du cerveau 
a été enlevée a l’animal vivant, dans le but d’étudier le 
pouvoir antitétanique de cet organe, comparé a la propriété anti- 
toxique du sang. Cette expérience a démontré que le sang était 
plus anlitétanique que le cerveau. Ainsi par exemple, 10 ceuti- 
grammes de ce dernier n’ont pas empéché le tétanos, tandis que 
6 centigrammes de sang élaient suffisants pour préserver une 
souris. L’injection de mélange d’une dose de toxine tétanique 
faiblement mortelle (en 5 et 6 jours), avec 0,05 gramme de cer- 
veau n’a pas empéché une souris de mourir en méme temps 
que le témoin. Et cependant cette quantité de cerveau d’une 
poule normale est déja quelquefois capable d’exercer une cer- 
laine iuiluence (quoique faible) sur Ja marche du tétanos. 
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L’opération d’ablation d’une partie du cerveau, comme c’est 
larégle, a été bien supportée par la poule. Le lendemain il s’est 
produit une leucocytose notable, et le sang, retiré deux jours 
apres l'ablation d’une partie des hémisphéres, s’est montré plus 
antitoxique qu’auparavant. Trois centigrammes de sang entier 
ont suffi pour empécher le tétanos de se produire chez une sou- 
ris. Son pouvoir antitétanique a donc doublé. 

La poule opérée a été gardée pendant 17 jours, aprés quoi 
elle a été sacrifiée, dans l’intention d’étudier la propriété anti- 
foxique de ses organes, Cette fois le sang a été trouvé moins 
antitétanique que lesurlendemain de l’opération, et méme moins 
actif qu’avant celle-ci. 3 cenligrammes n’empéchaient plus le 
développement dutétanos, et méme la dose double (0,06 gramme) 
nétait pas suffisante pour préserver les souris d’une facon 
compléte; elles prirent un léger tétanos, duquel elles guérirent 
facilement. 

Le cerveau s'est montré au contraire plus efficace qu’aupara- 
vant. Les doses employées étaient, il est vrai, incapables d’em- 
pécher le tétanos; mais elles amenaient un certain ralentissement 
dans la marche de Ja maladie. Le pouvoir antitétanique du 
cerveau s est montré égal a celui du sang entier. Par contre, la 
moelle épiniére n’a pas manifesté d’action antitoxique a des 
doses correspondantes aux doses actives du sang et du cerveau. 

De tous les autres organes internes (muscles, foie, rate, 
reins, moelle des os, ovaire), l’ovaire, composé d’ovules jeunes, 
ne renfermant que du vitellus blanc, s’est montré le plus effi- 
cace. Dix centigrammes de ce vitellus ont préservé d’une fagon 
complete la souris contre la dose de tétanine, mortelle en trois 
ou quatre jours. Les ovules ont donc été plus antitétaniques que 
la moelle épiniére. 

Les faits que je viens de résumer ne permettent pas de voir 
dans les centres nerveux la source unique ni principale de 
Vanlitoxine tétanique, chez la poule traitée par la toxine. Si tel 
était le cas, on ne comprend pas pourquoi le sang, liquide 
renfermant beaucoup plus d’eau que les systemes nerveux, pré- 
senterait un pouvoir antilétanique égal ou méme plus fort que 
le cerveau-et la moelle épiniére. 

Comme, dans l’expérience que je viens citer, il s’est présente 
cet inconvénient que la propriété antitoxique du sang n’avait 
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été que peu marquée, je me suis adressé & un cobaye vacciné, 
chez lequel le pouvoir antitétanique des humeurs était plus 
prononcé, et qui, sous d’autres rapports aussi, présentait de 
grands avantages pour l’expérimentation. 

Il s’agit d’un cobaye vacciné contre le tétanos en 1895, et 
qui a recu sa dernitre injection de toxine il y a déja presque 
deux ans (exactement depuis 23 mois et 12 jours avant lopé- 
ration). Malgré ce long laps de temps, son sang a encore été 
si nettement antitoxique, que deux dix millitmes de c. c. empé- 
chaient le tétanos mortel (qui tuait les témoins en 3 ou 4 jours), 
et des doses un peu plus élevées préservaient complétement 
contre le tétanos. 

Dans le but d’étudier l’action antitoxique des liquides de 
’organisme (pour lacomparer ensuite avec celle des organes), j’al 
provoqué chez le cobaye en question une exsudation péritonéale, 
a l’aide dune injection de 10 c. c. de solution physiologique de 
NaCl. Vingt-deux heures aprés j’ai retiré un exsudat opaque, 
renfermant 118,000 leucocytes par m. m. c. (dont 46 0/0 de gros 
mononucléaires). Son pouvoir antitélanique s’est montré au 
moins deux fois plus fort que celui du sang entier :0,0002 c. c. 
empéchaient le tétanos de se développer, tandis qu’avec 
0,0001 c, c. les souris ne prenaient qu’un tétanos des plus 
légers, duquel elles guérissaient au bout de quelques jours. 

Trois jours apres, il a été fait une nouvelle prise de l’exsudat 
péritonéal. Cette fois-ci il était purement hémorragique, ne 
renfermait que 43,800 leucocytes dans 1m. m. c. et, au point 
de vue de la propriété antitétanique, il se comportait tout a fait 
comme le sang entier dont j'ai déja parlé. 

Le lendemain de la derniére prise de l’exsudat péritonéal, 
il a élé retiré un peu de substance des hémisphéres du 
cerveau, opération qui a été bien supportée par le cobaye. La 
masse cérébrale extraite a été broyée avec de la solution physio- 
logique de NaCl, stérilisée et inoculée dans la cuisse de souris 
blanches, mélangée avec la toxine tétanique. Injecté & toute une 
série de souris, le cerveau s’est montré notablement moins 
antitétanique que Je sang et l’exsudat péritonéal. Pour préserver 
une souris du tétanos, il fallait lui introdnire une quantité de 
cerveau 25 fois plus forte (0,005 gramme) que celle d’exsudat 
péritonéal. La moitié de cette dose (0,0025 gr.) n’empéchait pas 
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encore le développement manifeste du tétanos avec une quantité 
de toxine qui tuait les témoins en 3-4 jours. Avec des doses de 
cerveau qui correspondaient a des quantilés de sang stirement et 
entirement antiloxiques (0,0003-0,0006 gr.) les souris pre- 
naient un fort tétanos chronique, tandis que les quantités de 
matiere cérébrale, auxquelles correspondaient des doses efficaces 
de l’exsudat péritonéal (0,00015 gr.) ne faisaient que retarder la 
mort de deux jours, 

Comme les cobayes résistent souvent moins bien Al’ablation 
ceérébrale que les poules, le mien, quoique bien rétabli et en bon 
état, a 66 sacrifié deux jours aprés l’extraction d’une partie des 
hémisphéres. 

En fait d’humeurs, on a étudié le sang entier (renfermant 
18,200 leucocytes dans 1 m. m. c.), l’exsudat péritonéal hémor- 
ragique (avec 25,400 leucocytes dans 1 m. m.c., dont 28 0/0 de 
gros mononucléaires) et le liquide du péricarde (avec 4,500 leu- 
cocytes, dont 47 0/0 de macrophages). Les deux premiers 
liquides se sont montrés de force antitétanique pareille, mais 
plus active que n’a été le sang avant l’ablation du cerveau. I] 
s’est produit apres celle-ci un accroissement du pouvoir anti- 
toxique, semblable a celui du sang de la poule. Avec 0,00012 c. c. 
de sang ou de l’exsudat péritonéal, le tétanos n’était pas comple- 
tement empéché, mais présentait une forme tres légere et passa- 
gere. Méme une dose deux fois moindre (0,00006 c. c.), incapable 
@empécher le tétanos grave, amenait cependant la guérison 
définitive. Le liquide péricardique a manifesté une efficacité sen- 
siblement plus faible que les deux autres liquides, mais il 
empéchait le tétanos grave et mortel méme 4 la dose de 
0,00012 c. c. 

En outre des centres nerveux (cerveau et moelle épiniére), le 
pouvoir antitétanique a été étudié avec le foie, la rate, la moelle 
des os, le rein et les capsules surrénales. 

Le cerveau et la moelle épiniére ont manifesté une propriété 
antitoxique égale, et notablement plus faible que le sang et les 
autres liquides de l’organisme. Méme 0,0019 grammes de cer- 
veau et 0,0018 grammes de moelle n’ont pas empéché le dévelop- 
pement d’un tétanos fort avec des doses de toxine qui ne tuaient 
les témoins qgu’en 4 a 5 jours 1/2. 

Malgré Vinjection de 0,00095 grammes de cerveau, la souris 
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est morte de tétanos avec un retard de deux jours, et la souris 
qui a regula moitié de cette dose de cerveau (0,00047 grammes), 
est morte du télanos avant son témoin. 

Les centres nerveux ont donc présenté un pouvoir antitéta- 
nique dix fois plus faible que le sang et l’exsudat péritonéal. 

Comme le cobaye a été sacrifié par la saignée a blanc, les 
organes internes ne renfermaient pas beaucoup de sang. Et 
cependant tous ceux que j’ai examinés ont manifesté une action 
antitétanique plus forte que les centres nerveux, mais moindre 
que les liquides; c’est Je rein qui s’est montré le plus antitoxique 
parmi les viscéres, ce qui correspond aux données établies par 
M. Dzierzgowski + pour des chevaux immunisés contre la 
toxine diphtérique. 

Le foie a présenté une antiloxicité 4 peu prés quatre fois plus 
forte que les centres nerveux. Larate et la moelle des os se sont 
montrés au contraire étre les visceres les moins antitétaniques. 

Le cobaye, dont je viens de résumer l’histoire, nous fournit 
des renseignements encore plus précis que ceux que nous ayait 
donnés la poule. Nous sommes conduit a cette conclusion que 
les centres nerveux, méme dans des conditions particuliérement 
favorables, ne se présentent pas comme le foyer de production ou le 
lieu de dépét d’antitoxine, qui de la passerait dans le sang et les autres 
humeurs de Vorganisme. 

Pour M. Wassermann et un grand nombre des savants qui 
ont analysé son travail, il parait naturel d’admettre que la pro- 
priété antitoxique de la matiere des centres nerveux corres- 
pond a la méme propriété existant dans ces orgaues a l'état 
normal. Et cependant il est impossible d’accepter cette maniére 
de voir. Déja au moment des publications de MM. Wassermann 
et Takaki, M. Roux est arrivé a cette conclusion, basée sur un 
travail sur le tétanos céphalique, exécuté par M. Morar dans son 
laboratoire, que les choses doivent se passer d’une facon bien 
différente lorsquela toxine tétanique pénetre dans le cerveau normal, 
et lorsqwelle est introduite dans Vorganisme avec de la substance 
cérébrale broyée. En effet, M. Morax a pu constater que la 
toxine télanique, injectée dans le cerveau, produit invariable- 
ment le tétanos cérébral, méme si l’on n’introdnit que la dose 
minimale mortelle pour un lapin par injection sous-cutanée. 

1. Archiv f. exper. Pathologie 1897. F. 38, p. 244. 
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Les faits rapportés dans ce mémoire corroborent cette 
maniére de voir. Ainsi, les animaux en plein tétanos fournis- 
sent une substance cérébrale, dont une petite quantité suffit 
pour préserver du tétanos des animaux neufs. Le cerveau d’un 
cobaye, incapable de protéger contre la dose simplement mor- 
telle de la toxine tétanique lorsqu’il se trouve dans ces condi- 
tions naturelles, suffit pour préserver au moins dix cobayes, 
qui le recoivent broyé, en mélange avec la méme dose de 
toxine tétanique. Les expériences de M. Marie, publiées dans ce 
méme numéro des Annales, dans lesquelles une partie du cer- 
veau, prélevée sur un lapin et injectée au méme animal avec la 
dose mortelle de toxine tétanique, le préserve contre Je 
tétanos, aménent a la mémeconclusion. Il se produit done dans 
cette immunité artificielle, conférée par les centres nerveux, 
quelque chose d’analogue avec ce qui se passe pour la propriété 
bactéricide du sang des rats. Ces rongeurs prennent facilement le 
charbon, inoculé sous la peau; la maladie devient sirement 
mortelle et n’est nullement empéchée par toute la masse du 
sang de l’animal. Mais lorsqu’on introduit avec la bactéridie un 
peu de sang retiré a un rat, celui-ci résiste au charbon. 

Dans cet exemple d’immunité artificielle, conférée par du 
sang d’un animal sensible au charbon, il s’agit d’une propriété 
bactéricide tres accusée, exercée par le sang de l’organisme, 
vis-a-vis de la bactéridie. En est-il de méme pour limmunité 
contre le tétanos, produite avec Ja substance cérébrale? Cette 
substance, impuissante pour empécher le tétanos, lorsqu’elle 
se trouve dans ces conditions naturelles, serait-elle capable de 
détruire la toxine tétanique, lorsqu’elle est broyée et mélangée 
avec celle-ci? Cette supposition doit étre rejetée en présence du 
fait que l’émulsion de matiére cérébrale de cobaye est plus 
active pour la souris que pour le cobaye. En effet, si l'on injecte 
dans la cuisse de ces deux especes de rongeurs les mémes 
mélanges de substance cérébrale avec la toxine tétanique, on 
constate que le (étanos est plus facilement empéché chez la 
souris que chez le cobaye. La toxine télanique west donc pas 
détruite pur la masse cérébrale broyée, et Vefficacité de celle-ct doit 
étre attribuée a Vintervention de Vorganisme méme. 

Lorsqu’on examine les phénoménes qui se produisent dans 
Vorganisme qui a recu de la toxine tétanique seule ou bien 
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additionnée de substance cérébrale, on trouve une grande 
différence dans les deux cas. On peut la constater dans nim- 
porte quelle région de l’organisme, mais c’est la chambre anté- 
rieure de l’@il des lapins qui se préte le mieux & ce genre 
d’observation. A la suite d’une injection de toxine tétanique 
seule, l’eil conserve son état normal ou & peu pres, la réaction 
étant insignifiante. Lorsque au contraire on introduit dans la 
chambre antérieure la méme toxine avec un peu de substance 
cérébrale broyée, on voit se produire une inflammation intense 
qui améne un hypopyon. Cette réaction est beaucoup plus forte 
que celle qu’on obtient apres l’injection de la substance céré- 
brale seule. 

Le mélange de toxine tétanique et de masse cérébrale 
provoque donc une réaction inflammatoire considérable dans 
l'oeil, comme dans les tissus de la cuisse ou ailleurs encore, et 
cette réaction amene une quantité de leucocytes. Or, depuis 
longtemps on a remarqué que ces cellules, si aptes a saisir et 
détruire les microbes, sont aussi capables d’absorber des sub- 
stances toxiques. 

Dans mon rapport sur J’immunité, présenté au congres de 
Budapest en 18941, j’ai insisté sur ce fait que les phagocytes 
réagissent non seulement contre les microbes, mais aussi contre 
les poisons. 

Dans le mémoire sur le choléra, publié par MM. Roux, 
Salimbeni et nous-méme ®, il a été question de ce role des 
leucocytes dans la péritonite cholérique expérimentale, et il a 
été exprimé cette idée que les leucocytes, saisissant les vibrions, 
digeérent en méme temps les microbes et « la toxine qu’ils con- 
tiennent ». Ce rdle des phagocytes, dirigé contre les poisons, 
devient de plus en plus évident, et il est extrémement probable 
qu'il s’exerce aussi dans le cas de l’immunité artificielle contre 
Je tetanos conférée par la masse des centres nerveux. Nous espé- 
rons dans un mémoire prochain revenir sur cette question qui 
présente un intérét général. 


1. Ces Annales, 1894, pp. 719 et 721. 
2. Ces Annales, 1896, p. 272. 
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SER LES « PROPRIBTES ANTITETANIQUES » 
DES CENTRES NERVEUX DE L'ANIMAL SAIN 


Par te Dt A. MARIE, 


(Travail du laboratoire de M, Metchnikoff.) 


Dans un travail antérieur ‘, nous avions entrepris autrefois 
une série d’expériences sur le sort de latoxine tétanique injectée 
chez différents animaux; dans aucun cas, nous n’avions pu 
déceler trace du poison dans aucun des organes du corps, en par- 
ticulier ni dans l’encéphale ni dans le moelle épiniére. 

La découverte récente de Wassermann ? sur « l’action anti- 
tétanique des centres nerveux » chez l’animal sain explique ces 
résultats négatifs. On sait en quoi consiste l’expérience de Was- 
sermann. Si dans une émulsion d’éléments du cerveau ou de 
la moelle d’un animal sain, on incorpore la dose de toxine téta- 
nique mortelle, on pourra injecter ce mélange a une souris, 
sans qu’elle prenne le tétanos, dont mourra la souris témoin qui 
a recu la méme dose de toxine seule. 

Les mammiféres, aptes a contracter le tétanos; quelques 
oiseaux, dont le pigeon, qui sont également sensibles a la 
toxine, présentent cette propriété intéressante de leurs centres 
nerveux, 

Nous allons relater ici quelques expériences pour lesquelles 
nous avons opéré sur le lapin. 

Ayant trituré et dilué le cerveau entier d’un lapin normal 
dans 20 c. c. d’eau physiologique stérile, on pratique les trois 
inoculations suivantes : 

4° A un lapin de 2 kilos on injecte sous Ja peau 1/4 de 


1. A. Manre, Recherches sur la toxine tétanique. (Annales de l'Institut Pas- 


teur, juillet 1897.) 

2. WassermaNn et Taxaxr, Ueber cine neue Art von kiinstlicher Immunitat. 
Ueber Tetanus-Antitoxische Eigenschaften des normalen Centralnervensystem 
(Berliner klin. Woch., 3 janvier 1898.) 
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milligramme d’une toxine tétanique dont la dose minima 
mortelle pour cet animal est 1/10 de milligramme ; 

2° On inocule un lapin de méme poids avec un mélange de 
1/4 de milligramme de toxine et de 1c. c. de l’émulsion du 
cerveau d’un lapin neuf; 

3° Un troisieme recoit 1/4 de milligramme de toxine addi- 
tionné de 4 c. c. de l’émulsion. 

Or, tandis que Je témoin prend un tétanos rapide auquel il 
succombe le 4° jour, le dernier lapin n’offre aucun signe de la 
maladie. Quant au n° 2, il présente des symptOmes lélaniques 1é- 
gers auxquels ii succombe seulement 20 jours aprés l’inoculation. 

Ainsi donc, une petite quantité d’une macération de cerveau 
frais a suffi pour empécher l’action d’une dose 2 fois 1/2 plus 
forte que la dose minima mortelle de toxine tétanique. 

La moelle épiniére, d’apres les recherches de Wassermann, 
posséde « un pouvoir antitétanique de moilié moins fort que le 
cerveau ». 

Si l’on cherche a se rendre compte des « propriétés antitéta- 
niques » des différentes parties de l’'encéphale d’un mouton, par 
exemple, on constate en effet que celles qui sont des prolonge- 
ments de la moelle sont moins actives. 

Un lapin, inoculé avec 1/10 de milligramme de toxine téta- 
nique dilué dans 1c. c. d'une macération des pyramides bul- 
baires, présente des signes légers de tétanos; le témoin suc- 
combe au 6° jour. 

D'autre part, le « pouvoir antitétanique » de Ja substance 
grise varie suivant sa provenance : les cellules des ganglions 
centraux sont beaucoup moins actives que celles de l’écorce 
cérébrale. 

Si on inocule 4 un lapin 1 c. c. d’une émulsion des corps 
opto-striés du mouton, additionné de la dose minima mortelle 
de toxine, l’animal présentera une légére contracture de la 
patte inoculée. 

Les cellules de l’écorce cérébrale sont méme tellement ac- 
tives, qu il en suffit de quantités minimes pour préserver l’ani- 
mal du tétanos. 

On peut réaliser l’expérience de fagon & montrer que ses 


propres cellules cérébrales sont capables de prévenir lappari- 
tion du tétanos chez l’animal lui-méme. 
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On prend 3 lapins : le premier subit la résection de toute la 
zone post-rolandique de son hémisphere droit; la partie sec- 
tionnée est laissée en place. Il recoit ensuite 1/10 de milli- 
gramme de toxine tétanique sous la peau. 

Un deuxiéme subit la méme opération, avec cette différence 
qu’on enléve la portion cérébrale réséquée ; il recoit également 
la dose minima mortelle de toxine. Enfin on injecte au 3° lapin 
la méme portion réséquée de son propre hémisphére droit, tri- 
turée, et additionnée de 1/10 de milligramme de toxine. 

Les deux premiers lapins {émoins prennent en méme temps 
un tétanos auguel ils succombent; le dernier, au contraire, 
n offre aucun signe tétanique et survit. 

Or, la quantité de matitre cérébrale réséquée ne dépassait 
pas 25 4 30 centigrammes; de plus, elle n’était pas composée 
exclusivement des cellules corticales, mais comprenait aussi les 
fibres blanches sous-jacentes. Mnfin, comme nos dilutions ont 
toujours été faites dans la proportion d’une partie de substance 
nerveuse pour deux parties d’eau physiologique, on peut donc 
affirmer que les cellules de |’écorce cérébrale peuvent, & un 
haut degré, prévenir le développement du tétanos. 

L’expérience devient encore plus frappante si on la compare 
a ce qui se passe quand on injecte sous la peau, ou méme dans 
Yencéphale, la toxine tétanique. Dans ces cas, on sait que la 
méme dose provoque le tétanos; par conséquent, tandis que 
dans les conditions ordinaires d’inoculation, le cerveau tout 
entier est incapable de protéger Vanimal contre Vaction tétanisante 
de la toxine libre, au contraire, une parcelle de ce méme cerveau suf- 
fira pour le garantir du tétanos, pourvu que la toxine injectée ait 
été préalablement incorporée et fixée ad quelques cellules cérébrales. 

Nous verrons en effet plus loin que cette fixation artificielle 
de la toxine sur les éléments nerveux est la condition sine qua 
non de la réussite de l’expérience de Wassermann. 

Mais, auparavant, revenons a nos expériences antérieures; 
d’aprés elles la moelle et l’encéphale d’animaux tétanisés peuvent 
étre broyés et injeclés & des souris sans que ces derniéres pré- 
sentent la moindre contraction tétanique. II n’en faudrait pas 
conclure que la toxine n’est pas localisée dans les centres ner- 
yeux; au contraire, elle s’y trouve si bien fixée, si solidement 
retenue, qu’il est impossible de l’y déceler, en employant le seul 
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procédé a notre disposition. Il faudrait la séparer des cellules 
qui la retiennent, et c’est acluellement au-dessus de nos moyens. 
Méme en admettant que la toxine se trouve localisée en un point 
de la moelie épiniére, nous ne faisons que réaliser l’expérience 
de Wassermann en broyant et en injectant la moelle tout enliére, 
puisque du méme coup nous inoculons de nouvelles quantités de 
substance nerveuse gui vont achever de retenir et de fixer soli- 
dement la toxine que nous voulions précisément mettre en 
liberté dans le corps de la souris. 

Il en est de méme pour l’encéphale. Nous ferons remarquer 
ici, & propos du cerveau, la contradiction, signalée par Wasser- 
mann et vérifiée par nous, entre le peu d’importance des phéno- 
meénes cérébraux dans le tétanos et l’action préservatrice si 
intense des grandes cellules de l’écorce cérébrale. 

Tout intéressant que soit ce fait, constaté par Wassermann, 
de ce qu'il appelle « l’action antitétanique du systeme nerveux 
central », chez les animaux sains, une analyse plus soignée du 
phénoméne nous montre combien il serait dangereux d’en faire 
une fonction d’une substance identique a l’antitoxine, celle qui se 
forme dans le sérum au cours de ’immunilté artificielle. 

Telle est cependant la déclaration de Wassermann. « La 
préservation du tétanos, dit-il, s’effectue dans un cas comme 
dans l'autre: elle reste efficace non seulement tant que la 
substance préservante circule dans l’organisme, mais encore 
plus tard, comme dans l’immunité antiloxique. Et mes expé- 
riences donnent ainsi un nouvel appui a la théorie d’Ehrlich, 
d’aprés laquelle l’antitoxine tétanique se formerait aux dépens 
des parties élémentaires de la moelle épiniére'. » Wassermann 
fait ici allusion aux expériences qui lui ont permis de prévenir 
Vintoxication tétanique en injectant une émulsion d’organes 
nerveux 24 heures avant la toxine, ou méme d’empécher le 
tétanos chez des animaux en leur injectant de l’émulsion ner- 
veuse quelques heures aprés la toxine tétanique. 

Kt cependant, il suffi, comme nous allons le voir, d’inter- 
vertir, de fagon en apparence minime, les facteurs de l’expé- 
rience, pour obtenir un résultat totalement différent. 

Trois lapins de méme poids recoivent, !’un dans une patte 
antérieure, l’autre dans le flanc, le troisitme sous la peau du dos, 
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la méme quantité de la méme émulsion de cerveau frais de Japin. 
De plus, en méme temps, ils recoivent tous les trois au méme point, 
c’est-a-dire sous la peau de Ja patte droite postérieure, 1/10 de 
muligramme, dose minima mortelle de toxine tétanique. 
Or ces trois lapins prennent le tétanos et en meurent le méme 
jour que le témoin. Si, en se plagant au point de vue de la 
théorie de Wassermann, on objecte que le contenu des cellules 
nerveuses a un pouvoir de diffusion plus lent que Ja toxine, on 
peut citer cette autre expérience dans laquelle l'injection de 
cerveau a été faite, d’un cdté du corps, 24 heures ayant l’inocu- 
lation de la toxine de l’autre cdté, et l’animal a néanmoins pré- 
senté un tétanos mortel. 

Il a done suffi d’une trés légere modification dans les facteurs 
de l’expérimentation pour changer du tout au tout Je résullat. 

Voila qui montre done qu’onne saurait, en aucune facon, inter- 
préter Vexpérience de Wassermann dans le sens dune fonction anti- 
loxrique, au sens vrai du mot. 

Il suffira de rappeler ce qui se passe quand on expérimente 
avec le sérum antitétanique; si on injecte,en méme temps, de la 
toxine dans une patte, et dans l’autre du sérum, |’animal pré- 
sente tout d’abord quelques signes légers de tétanos, mais ils 
ne tardent pas a se dissiper complétement, dés que le sérum a 
pu effectuer sa diffusion dans l’organisme. 

De cette analyse de l’expérience de Wassermann, dont il 
serait prématuré de vouloir donner dés maintenant une inter- 
prétation, on peut déja conclure qu'une action de contact, entre les 
éléments nerveux et la toxine tétanique, est indispensable a la réussite 
du phénomene. 


LOIS GENERALES DE LACTION DES DIASTASES 


Par E. DUCLAUX. 


Dans leur action sur les substances qu’elles transforment, les 
diastases obéissent & des lois générales que uous avons intérét 
a connaitre, et qui, jusqu’ici, sont restées un peu confuses. Cette 
question a été en effet beaucoup étudiée, mais on ne peut pas 


dire qu’elle soit résolue. Elle est hérissée en ce moment de solu- ~ 


tions contradictoires entre lesquelles il nous faudra choisir, si 
nous voulons faire autre chose que de les enregistrer avec rési- 
enation ou indifférence. Or ce choix est difficile. Nous aurons, 
pour nous guider, d’abord la confiance qu’il y a une loi, et que 
par conséquent toutes les expériences qui se traduisent par une 
courbe irréguliére ou en zigzag ont été troublées par des causes 
derreur inconnues et sont a rejeter. Nous pourrons en éliminer 
d'autres dont l’auteurne s‘est pas suffisamment mis en garde 
contre des influences latérales qu'il ignorait ou dédaignait, et 
que nous savons aujourd’hui étre trés puissantes, celle de la 
lumiére par exemple, ou celle des microbes. Il se trouve que, 
cette ventilation faite, il reste peu de chose sur le crible, mais il 
en reste assez pour pouvoir établir un commencement de théorie 
de l’action des diaslases : c’est ce que je voudrais essayer de 
montrer. 


Comparaison avec Vaction des acides. — Kiiminons d’abord une 
assimilation, quia élé souvent faite, entre l’action des diastases et 
celle des acides. Sous le prétexte que les acides et les diastases 
sont souvent capables de produire les mémes transformations et 
leur donnent la méme allure, on a parfois appliqué, sans autre 
formalité, aux actions diastasiques, les lois trouvées pour l’action 
des acides. Celles qui président & Vinterversion du sucre sont 
par exemple assez bien connues par les travaux de Wilhelmy (1), 
d’Ostwald (2) et d’autres savants. On les a considérées comme 
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représentant aussi l’action de la sucrase. [limporte de repousser 
de suite cette assimilation. 

Etudions pour cela ce qu'il serait juste d’appeler la loi de 
Wilhelmy. Elle revient & ceci. La quantité de sucre qui s’inter- 
vertit achaque instant dans une solution sucrée traitée par un 
acide est proportionnelle a la quantité de sucre présente a& 
instant considéré. Cela veut dire que si la quantité de sucre 
présent devient double, la quantité de sucre intervertie dans 
Punité de temps deviendra double aussi, alors qu’on laisse 
constantes les autres conditions de l’expérience, nature du milieu, 
température et dose d’acide. La quantité de sucre intervertie dans 
Vunité de temps, ou la vitesse de la réaction, augmente done propor- 
tionnellement ala quantité de sucre pour une méme dose d’acide. Cet 
acide proportionne son effort au travail a accomplir, et, théo- 
riquement, dans les mémes conditions d’acidité et 4 la méme 
température, des solutions sucrées différentes s’intervertissent 
dans le méme temps, quelle que soit leur richesse en sucre. 

Voila la notion exposée en langage ordinaire. Le langage 
mathématique permet de lui donner plus de précision et de la 
pousser plus loin. Soit S la quantité de sucre existant al’origine 
dans un volume connu, par exemple dans 100 c. c. d’une liqueur 
qu’on intervertit par l’action d’un acide. Soit s la quantité qui 
existe encore au bout d’un temps ¢, compté a partir du commen- 
cement de l’expérience, qui est supposée s’accomplir constamment 
a la méme température. La loi de Wilhelmy nous dit que la 
variation As du sucre pendant le temps At est proportionnelle as. 
Si le temps At est suffisamment court, elle est aussi propor- 
tionnelle a At, de sorte qu’on peut écrire, en faisant précéder la 
variation 4s du signe —, pour montrer que la quantité de sucre 
diminue lorsque le temps augmente, 


= ING SS UDSING 


ot mest la quantité de sucre qui s’intervertirait, dans l’unité de 

temps, dans une solution sucrée contenant l’unité de poids de 

sucre dans le volume pris pour unité, et cela dans les mémes 

conditions de milieu, de température, et d’acidité, que celles de 

Vexpérience. On tire de 1a, facilement, en désignant par | le 

logarithme népérien . 
ls = — mt + C 
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C étant une constante qu’on détermine facilement en écrivant 
qu’a l’origine de l’expérience, pour ¢ = 0, la liqueur contenait 5 
de sucre. On a donc 


dou, IS—ls=1 


On voit tout de suite, sur cette valeur de ¢, que toutes les 
phases de Vhydrolysation de solutions sucrées inégalement 
concentrées s’accompliront dans le méme temps, que par 
exemple elles mettront toutes le méme temps a s’intervertir a 
moitié, c’est-a-dire a arriver au moment ot 


On aura en effet, 


soe 12 


nln 


4 
m 

Toutes ces réactions marcheront donc du méme pas, et, 
commencées en méme temps, se finiront auméme moment: c’est 
ce que nous avons vu plus haut. Mais nous pouvons en plus, ici, 
mesurer la valeur de m, en évaluant le temps que met une 
dissolution sucrée a sintervertir 4 moitié par exemple. On a 
alors 


i 112 
M—= = 


et l’expérience montre en effet que cette valeur de m est indépen- 
dante de la quantité de sucre, lorsque l’acidité est la méme. De 
la une premiére conclusion gui a pu servir d’argument pour 
rapprocher les acides des diastases : les solutions de sucre Jes 
plus concentrées peuvent étre interverties par des quantités 
relativement tres faibles d’acide. Les acides jouissent done de la 
puissance d’action quasi indéfinie que possedent les diastases. 
D’autres expériences ont montré que la valeur de m croit a 
peu prés proportionnellement a la concentration de l’acide, c’est- 
a-dire 4 la quantité d’acide contenue dans lunité de volume. 
L’unité de mesure la plus commode dans la pratique, pour évaluer 
la concentration, est la solution d’une quantité d’acide égale a son 
poids moléculaire évalué en grammes, dans un litre d’eau. Des 
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concentrations égales correspondent a des volumes égaux d’eau 
de chaux ou d’un autre alcali nécessaires pour la saturation. On 
trouve alors que la valeur de m croit un peu plus vite que la 
concentration pour les acides forts, un peu plus lentement pour 
les acides faibles. 

En admettant une proportionnalité exacte, on peut écrire 
m = na, expression dans laquelle @ représente la concentra- 
tion de l’acide évaluée comme plus haut, en grammes-molécules, 
et n représente la quantité de sucre qu’intervertirait dans l’unité 
de temps, et dans les conditions de l’expérience, dans une solu- 
tion contenant l’unité de poids de sucre par unité de volume, 
Vunité de concentration de l’acide employé. 

Cette quantité m est ce qu'on nomme la constante @inversion. 
Ostwald l’a déterminée en faisantagir, a 25°,10 c. c. de solutions 
normales de divers acides sur 10 c. c. de solutions contenant de 
30 &40 °/, de sucre. Voici les valeurs numériques de n pour quel- 
ques acides, et leurs rapports avec celle de l’acide chlorhydrique 
supposée égale a 100, et prise comme terme de comparaison. 


Acide bromhydrique.... 24.4 4111.4 Acide diglycolique....... Des) S457 
=— “chiorique .-.22..%). 99-6 4103.5 — méthylglycolique.. 0.40 1.8 
— chlorhydrique..... 21.9 100 » —. citrique.:....<- 5) West ahaa 
==) HUCTIQUE t,t 21.9 100 » — pslycenique.ens etn Orose) aed 
— éthylsulfurique... 21.9 100 » = LORMAN Wear kioe 0.3% 41.5 
— ethylsulfonique... 19.9 91.2 — méthylacétique.... 0.30 1.4 
— trichloracétique .. 16.5 75.4 — éthylglycolique.... 0.30 4.4 
— sulfurique........ AES P-DoeO. — glycolique......... 0228) 453 
— dichloracétique... Bee Ped! WOE Aa oonanos 0: 23m e dino 
= oxalique ....-..- A 4.0 18.6 Sy GCN [Ee Yoho ania oer RDS: 1A 
— pyrotartrique..... 4 42 6.5 — oxyisobutyrique... 0.23 4.4 
— phosphorique..... 4,36 6.2 — succini(ue .......- On 1 2Ga Oo 
— monochloracétique 1.06 6.2 =P ACEI GUC ara teria OKO) Os 
= arsenique......... 4.05 48 — isobutyrique....... 0.07 0.3 
— malonique........ 0.67 3.4 


On voit que les constantes d’inversion sont trés variables avec 
les divers acides, et méme que le caractére minéral ou organique 
joue un role assez effacé. L’acide sulfurique vient par exemple 
apres l’acide trichloracétique, et l’acide phosphorique apres acide 
oxalique. L’acide acétique se montre d’autant plus puissant, 
d’un autre cdté, qu’on introduit davantage de chlore dans sa 
molécule, et, en moyenne, les acides organiques sont moins 
actifs que les acides minéraux. Concluons done de ce qui pré- 
cede que si les divers acides ont pour caractere commun de ne 
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pas tenir compte du poids de sucre présent et de !intervertir 
dans le méme temps, quelle que soit sa quantité, ils different 
beaucoup entre eux par lactivité qu’ils mettent a ce travail, et 
Jetemps qu'ils y consacrent. Ce sont donc Ja des forces qui sont 
trés différentes de celles que nous connaissons et que nous 
sommes habitués & manier. D’ordinaire, deux forces qui produi- 
sent le méme effet mécanique dans le méme temps sont dites 
égales. Deux quantités du méme acide, qui intervertissent 
dans le méme temps des quantités tres inégales de sucre, 
peuvent aussi étre égales pondéralement. Deux quantités de 
deux acides différents peuvent élre égales au point de vue 
pondéral ou quant au nombre des molécules, et cependant se 
montrer tres inégales au point de l’interversion. Telles sont, en 
laissant pour le moment de cdté l'influence de la température, 
les lois générales de l’interversion par les acides. 


Condition dune étude précise des diastases. — Si nous voulons 
maintenant comparer l’action des diastases a celle des acides, 
la premiere condition estde s’adresser aux actions diastasiques 
faciles 4 mesurer avec précision. Cette condition en élimine un 
grand nombre, toutes celles, par exemple, qui s’adressent a la 
fibrine, al’albumine, a la cellulose, bref, aux matiéres dont la 
composition initiale n’est pas bien connue, et dont par suite les 
transformations nous échappent. L’amidon est mieux connu dans 
sa nature; on connait assez bien aussi le maltose et la dextrine 
qui proviennent de ses transformations sous l’action de l’amylase. 
Mais les divers amidons ne se ressemblent pas, et les diverses 
parties d’un méme granule d’amidon ne se ressemblent pas 
davantage, comme l’a montré Guérin-Varry, il y a 60 ans. Cette 
circonstance élimine aussi, dans une certaine mesure, |’action 
del’amylase. Avec des diastases coagulantes, la marche de I’ac-. 
tion est impossible 4 étudier. Les diastases oxydantes sont en- 
core trop mal connues. Il ne reste guére que les diastases qui, 
comme l’émulsine, donnent des dislocations dont les termes 
sont connus et faciles a étudier, Mieux encore, la sucrase se préte 
a une recherche précise, parce qu’on sait préparer du sucre pur, 
dont peut suivre la transformation, soit au moyen de la liqueur 
de Fehling, soit au polarimetre. Cette étude a précisément été faite 
d'une fagon trés soigneuse, par MM. O’Sullivan et Tompson (3), 
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dont nous n’accepterons pas toutes les conclusions, mais dont 
les déterminations numériques méritent toute confiance. 


Expériences de MM. O’Sullivan et Tompson. — Pour étudier la 
rapidité de action de la sucrase sur le sucre de canne, on com- 
mengait par faire dissoudre celui-ci dans l’eau chaude, qu’on lais- 
sait ensuite refroidir a la température & laquelle on voulait 
opérer. Cette liqueur sucrée, convenablement acidulée, était en- 
suite mélangée rapidement a une solution de sucrase préalable- 
ment portée a la méme température. L’interversion commencait. 
Pour en suivre la marche, on prélevait une certaine quantité de 


liquide qu’on versait immédiatement dans un verre contenant 
une goutte d’une solution concentrée de potasse ou de soude, 
cela suffit pour arréter l’inversion. Deux points sont a signaler 
dans ce mode opératoire : en premier lieu, la dose d’acide sulfu- 
rique ajoutée n’était pas quelconque; c’était celle qui donnait au 
phénoméne son maximum d’activité, et on la déterminait par une 
opération préliminaire. En second lieu, la lecture au polarimétre 
ne se faisait qu’aprées avoir laissé un quart d’heure de repos au 
liquide alcalinisé. Ces deux précautions opératoires ont de |’im- 
portance, mais pour des raisons que nous n’ayons pas a déve- 
lopper ici. 

Cette méthode permettait donc de déterminer divers’ points 
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de la courbe d’inversion. MM. O’Sullivan et Tompson ont 
recommencé l’expérience & diverses températures, en présence 
de quantités variables de sucrase. Ils ont fait varier aussi la 
concentration de la liqueur sucrée, la dose d’acide, etc. Ils ont 
toujours trouvé que la courbe obtenue, rapportée a deux axes 
dont l'un mesurait les quantités de sucre, et l’autre les temps, 
était une logarithmique, et pouvait s’appliquer presque exacte- 
ment sur une logarithmique théorique (fig. 1) tracée avec la 
condition de ne coincider avec la courbe expérimentale qu’en 
deux points, au départ, et en un point quelconque du parcours. 
Quand la coiucidence avait lieu en ces deux points, elle avait 
lieu partout. 

MM. O’Sullivan et Tompson ont vu quelque chose de plus, 
cest que toutes les courbes obtenues, ramenées a la méme 
échelle, c’est-a-dire amenées & coincider au départ et en un 
point de leur parcours, s’appliquaient aussi les unes sur les 
autres, ce qui prouve que la loi du phénomene est toujours la 
méme, quelles que soient les circonstances de milieu et de tempé- 
rature, dla condition seule que toutes ces circonstances soient 
maintenues constantes pendant la durée du phénoméne. 

Toutes ces propriétés, découvertes par l’expérience, s’accor- 
daient trés bien avec les propriétés théoriques de la courbe que 
fournit la loi de Wilhelmy : 


=) 
m 


Cette courbe est une logarithmique, bien définie quand on 
donne la valeur de S pour? — 0, c’est-a-dire le point de départ 
de la courbe, et un autre point, c’est-a-dire la valeur de ¢ pour 


1S 
iS 


ra 


une valeur connue de —, ce qui permet de connaitre m. On com- 
s 


prend done que O'Sullivan et Tompson aient considéré leurs 
expériences comme confirmatives du raisonnement qui nous a 
conduit plus haut a cette équation, et en aient présenté comme 
démontré le point de départ,a savoir quel’action de la diastase est, 
toutes choses égales d’ailleurs, proportionnelle & la quantilé de 
sucre présent dans la liqueur, et croit ou décroit avec elle. 


Expériences de Duclaux. — C’était Vassimilation compléte avec 
action des acides. Mais nous avons un autre moyen, moins dé- 
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tourné gue |’étude de la courbe, de savoir si cette assimilation est 
possible. Mettons, comme je l’avais déja fait en 1883 (4), une 
méme quantité de sucrase, 20 milligrammes par exemple, dans 
100 c. c. de solutions contenant 10, 20 et 40 0/0 de sucre, et expo- 
sons le tout 4 une température de 37° : nous observerons que, 
pendant les premiéres heures de l’action, les quantités de sucre 
interverti dans Punité de temps ne seront pas du tout, comme 
dans le cas des acides, inégales, et proportionnelles aux nom- 
bres 1, 2 et 4, c’est-a-dire aux quantités de sucre présentes 
dans la liqueur. Elles seront au contraire égales, & quelques 
milligrammes pres, ce qui prouve qu'une quantité déterminée 
de sucrase produit son effet, toujours le méme, sans se préoccu- 
per, comme lesacides, de la quantité de sucre présente autour 
d’elle, et agit comme une force constante qui, pendant un temps 
donné, ne peut produire qu'un travail déterminé. 

Il est vrai qu’elle n’accomplit pas toujours le méme travail. 
Dans les liqueurs ci-dessus, il y a, au bout de quatre heures a 
37°, environ 5 grammes de sucre interverti. Si on avait mis la 
méme quantité de diastase dans 100 c. c. de liquide ne contenant 
que 5 gr. de sucre, on aurait trouvé un résidu assez notable aprés 
le méme temps; c’est que, pour une cause que nous aurons a élu- 
dier, l’action se ralentit 4 mesure qu'elle se compléte. Mais, au 
début, elle marche du méme pas, quelle que soit Ja quantité de 
sucre présente, et par conséquent n’est pas proportionnelle a la 
quantité de sucre, comme lavaient trop hativement conclu 
MM. O'Sullivan et Tompson. 


Expériences de Dubourg. — Ce n’est pas seulement la sucrase 
qui se comporte ainsi. M. Dubourg (5) a retrouvé les mémes 
propriétés pour l’amylase de l’urine. Kn la mettant en contact 
avec de l’empois d’amidon a 50°, et en mesurant aprés 2 heu- 
res et aprés 24 heures les quantités de glucose formées, il a 
trouvé les chiffres suivants, exprimés en grammes, pour des 
quantités d’amidon allant croissant comme les nombres de la 
premiére colonne. 


104 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. 


Quantités Glucose Glucose 

d’amidon apr. 2h, apr. 24 heures 
1 gr. 0,34 4,74 
ee 0,33 1,73 
oe 0,34 1,70 
oe. 0,32 4,72 
oc 0,36 4,70 
oe 0,30 4,75 
40 — 0,37 4,72 


La constance de ces nombres est remarquable en ce qu’elle 
se maintient pour deux intervalles de temps pendant lesquels 
action a été en se ralentissant de plus en plus, et ici encore 
nous trouvons qu’une quantité déterminée d’amylase produit 
toujours le méme effet, quelle que soit la quantité d’amidon avec 
laquelle on la met en contact. 

Il faut donc renoncera l’hypothése qui a servi de hase aux 
calculs de MM. O’Sullivan et Tompson, et qui semblait vérifiée 
par leurs résultats. Il faut accepter leur conclusion, parce qu’elle 
est conforme a l’expérience, et repousser leurs prémisses, parce 
qu’elles sont en contradiction avec elle. La chaine du raisonne- 
ment se rompt donc quelque part, et ce point de rupture est 
facile 4 signaler. C’est quand MM. O’Sullivan et Tompson ad- 
mettent que, seule, leur hypothése conduit & une logarithmique. 
En réalité, beaucoup d’autres hypotheses conduisent a des cour- 
bes de méme forme. Pour choisir entre elles, il faut opérer a 
Vinverse de MM. O’Sullivan et Tompson; il faut les soumettre 
d’abord a l’expérience, puis les introduire dans une équation, si 
lexpérience les justifie, et chercher si elles conduisent a une lo- 
garithmique. 


Réaction des produits formés sur Vaction de la diastase. —- Une 
diastase qui hydrolyserait dans un temps donné une quantilé 
constante de sucre, comme nous ont paru le faire, au début de 
l’action, les diastases étudiées plus haut, donnerait une réaction 
réguliére : la quantité de sucre irait par exemple en décroissant 
proportionnellement au temps, et la réaction serait terminée au 
bout d’un temps facile 4 calculer, étant connue la quantilé m de 
sucre, qu’intervertit, dans l’unité de temps, et dans les conditions 
de l’expérience, la quantité de diastase sur laquelle on opere. Dans 
un temps ¢, la quantité de sucre interverti serait m ¢, et siS était 
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la quantité de sucre initiale, la réaction serait terminée au bout 
dun temps T tel qu’on aitS —m T, d’ou 
We 

L’expérience est entiérement en désaccord avec cette conclu- 
sion. La réaction n’est jamais celle qui résulte de cette hypo- 
thése ; trés active au début, elle se ralentit toujours ala fin, et 
le temps de l’action est toujours beaucoup plus long que celui 
qui résulte de l’équation que nous venons d’écrire. 

Il faut done qu’a l’action uniforme de la diastase se super- 
pose une action retardatrice. Comme on s’attache a ne troubler en 
rien le phénomene, on ne voit guére, a priori, d’autre cause 
perturbatrice que celle qui pourrait provenir des produits de la 
réaction. Essayons donc par l’expérience si ces produits ont 
une action réellement retardatrice. 

Il n’y a pour cela qu’a faire, avec Ja méme quantité de dias- 
tase et dans les mémes conditions de température et de milieu, 
deux expériences comparatives, dont l’une ne contiendra que 
la matiére sur laquelle la diastase doit agir, et l'autre cette 
matiére additionnuée des produits auxquels donne lieu la réaction. 
Si ceux-ci ont une action retardatrice, la seconde transforma- 
tion devra s’accomplir plus lentement que la premiere. 

Or, c'est toujours ce qui arrive, et non seulement ce fait a 
été observé depuis longtemps, mais il a été tout de suite rap- 
porté a sa véritable cause. Payen (6) avait remarqué que l’action 
de la diastase sur l’empois d’amidon, qui, en général, ne se ter- 
mine pas et s’arréte 4 un niveau délerminé, allait beaucoup 
plus loin lorsqu’on faisait disparaitre peu a peu, en le soumet- 
tant a une fermentation alcoolique, le maltose formé. Payen ne 
se préoccupait pas, dans son explication, de !’action possible de 
la levure, et son interprétation a pu étre légitimement contestée 
par MM. O'Sullivan et Kjeldahl. Mais elle est exacte dans ses 
traits généraux, ainsi que l’ont montré les expériences de 
M. Lindet. 

Dans un moidt de grains, saccharifié a refus par la diastase, 
ce savant ajoute, a 62°, la quantité de chlorbydrate de phényl- 
hydrazine et d’acétate de soude nécessaire pour précipiter non 
seulement le maltose déja formé, mais encore tout celui qui 
pourrait provenir de la saccharification ultérieure du résidu que 
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la premivre digestion a laissé inattaqué. La moitié environ de 
ce résidu disparait dans ces conditions nouvelles. 

Dans une autre expérience portant aussi sur un molt sac- 
charifié a refus, on divise les liquides en deux parties égales 
dans lesquelles on précipite des quantités inégales de maltose 
par la phénylhydrazine. En ajoutant a ces deux moiliés des 
quantités égales de diastase, on voit la saccharification reprendre 
dans les deux, et marcher plus vite et aller plus loin dans celui 
dans lequel on a précipité le plus de maltose. 

En s’adressant & des substances plus faciles a faire dispa- 
raitre d’une liqueur que les glucoses, on rencontre les mémes 
résultats. Ainsi, par exemple, dans Vaction de |’émulsine sur la 
salicine, il se forme de la saligénine qui est soluble dans |’éther, 
et qu’on peut enlever en agitant avec ce réactif le liquide dias- 
tasifere. De méme pour l’alcool coniférylique produit par l’ac- 
tion del’émulsine sur la coniférine. I] existe sur ce point deux 
expériences de Tammann (10). Dans Vune, de la salicine, mise 
a 26° en présence d’émulsine, avait été hydrolysée dans la pro- 
portion de 83 0/0 et ne dépassait pas ce chiffre; on agite le 
liquide avec un tiers de son volume d’éther, pour enlever la 
saligénine. 24 heures aprés, la totalité de la salicine avait dis— 
paru. Dans une autre expérience, faite toujours a 26°, la pro- 
portion de coniférine hydrolysée, qui n’avait pu dépasser 42 0/0, 
a atteint en 24 heures le chiffre 60 0/0, 4 la suite d’un traite- 
ment a l’éther. 

On peut, du reste, au lieu d’enlever les matiéres produites 
par la réaction, ce qui l’active, ajouter 4 l’avance ces matiéres 
préparées ailleurs, ce qui la retarde. Toutes ces expériences 
aboutissent a la méme conclusion: c’est que les produits de la 
réaction ont une influence retardatrice. 

Comme ils augmentent naturellement a mesure que la réac- 
tion avance, leur influence augmente aussi, et nous sommes 
natureliement conduits 4 nous demander si ce n’est pas & cette 
influence retardatrice qu’est du le retard croissant de la réaction, 
et la lenteur qu’elle met toujours a se terminer. Nous pouvons 
méme aller plus loin et remarquer que Vintroduction de cette 
force retardatrice doit nous conduire 4 la méme courbe loga- 
rithmique que celle sur laquelle MM. O’Sullivan et Tompson 
ont appuyé leur argumentation, 
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Tracons en effet (fig. 2) la courbe représentative de la loi de 
décroissance du sucre en prenant comme abscisses les temps 
écoulés depuis le commencement de l’expérience, et pour ordon- 
nées les quantilés de saccharose encore présentes & chaque 
instant. La courbe part du point S, représentatif de la quantité de 
saccharose initiale, s’abaisse ensuite, rapidement d'abord, plus 
lentement vers la fin de l’action. A un moment quelconque T, la 
quantité de saccharose non encore transformé est TM =s, et 
la quantité de sucre déja interverti peut étre représentée par 
MI=S—s; cela posé, la loi de la courbe, si c’est une loga- 


rithmique, est que la décroissance MN de lordonnée, quand on 
passe du temps T au temps T,, est proportionnelle a la longueur 
de cette ordonnée, ce qui veut dire, en revenant aux notions 
concrétes, que la diminution dans !a quantité de saccharose 
est proportionnelle a la quantité de saccharose présent dans 
la liqueur. C’est done, dans cette conception, l’influence 
décroissante des quantités de sucre non transformé qui com- 
mande la forme de la courbe. Or, cette influence retardatrice 
pourrait étre remplacée par influence retardatrice des quantités 
croissantes de sucre interverti, car, la somme MT + MI étant 
constante, la loi de décroissance de MT est Ja méme que la 
loi de croissance de MI. La logarithmique tracée expérimentale- 
ment par MM. O’Sullivan et Tompson s’accommode donc tout 
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aussi bien de la premiére conception que de la seconde, qui 
a l’avantage d’étre seule d’accord avec ]’expérience. 

Le langage mathématique permet de préciser ces notions 
générales, et nous allons pouvoir arriver, en prenant toujours 
Vexpérience pour guide, & une formule de l’action des dias- 
tases, autre que celle que nous avons donnée plus haut pour les 
acides et plus d’accord avec les faits. 

Soit a intervertir une solution sucrée contenant une quan- 
titéS de saccharose par unité de volume. Appelons m la quantité 
de sucre que transformerait, dans l'unité de temps, dans les 
conditions et a la température de l’expérience, la quantité de 
sucrase employée, Nous savons gu’au début de l’expérience, 
lorsque influence des produits de la réaction est nulle ou encore 
faible, l’action a tous les caractéres d'une action constante, et que 
les quantités de sucre interverti sont les mémes pendant le 
méme temps, quelle que soit la quantité de sucre. Nous pouvons 
alors écrire que Ja diminution — As de la quantité de sucre, si 
elle ne dépendait que de l’action de la diastase, serait propor- 
tionnelle au temps, et qu’on aurait 


— As=m Al. 


L’influence des produits de la réaction est retardatrice, et 
intervient pour diminuer la quantité m, qui sans cela serait 
constante, d’une fraction croissante avec la quantité (S—s) de 
sucre interverti, et qu’on peut, dans une premiére approxima- 
tion, lui supposer proportionnelle. En appelant » un facteur 
qui dépend non de S, mais des conditions extérieures qu’on 
maintient constantes, et qu’on peut dés lors supposer aussi 
constant, au moins dans une méme expérience, la quantité m 
est donc diminuée de la quantité mn(S—s), et devient 

m—mn(S —s) =m [1{—n(S—s)] 

On a donc, si nos hypotheses sont exactes, 

— As=m [1 — n (S—s)] At. 

{ci, une premiere vérification s'impose. Si cette équation est 
exacte, As devient égal 4 zéro, ce qui veut dire. que la réaction 
s’arréte lorsqu’on a 

1—n (S—s) = 0, 


dou S— ¢ = 


es 
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Ceci revient & dire que dans aucune expérience d’interversion 
de sucre, la Ce de sucre interverti ne pourrait dépasser un 
certain nombre +. Cette conclusion est entigrement en désac- 
cord avec la realité: L’expérience apprend en effet, comme nous 
VPavons vu, que toute interversion commencée se termine, si on 
lui en laisse le temps. Il y a, il est vrai, des transformations dias- 
tasiques qui ne sont jamais completes. Mais I’expérience apprend 
a leur sujetqu’elles s’arrétent, non pas lorsque la quantité absolue 
de matiére transformée est constante, comme le voudrait l’équa- 
tion ci-dessus, mais lorsque la proportion de matiére transformée 
est constante, ce qui est tout différent. 

Je ne prendrai pas d’exemple dans l’action diastasique la 
plus connue sous ce rapport, celle de l’amylase sur lempois 
d’amidon, parce que les conditions de l’aclion sont un peu trop 
complexes. Mais on peut en demander a l’action de |’émulsine 
sur divers glucosides. Je trouve par exemple, dans le travail de 
Tammann visé plus haut, des chiffres qui ont été recueillis pour 
un autre objet, mais qui n’en sont que plus probants pour la 
these que je soutiens. Tammann a fait agir, a 46°, une méme 
quantité d’émulsine sur des quantités de salicine croissantes 
comme les nombres 1, 2, 4, 8 et 16, et a trouvé que, au bout de 
16 heures et de 24 heures, les proportions de salicine hydrolysée 
alteignaient les chiffres suivants 


Salicine Salicine hydrolysée 
nn 

employée ap. 16 heures. ap. 24 heures 
0,188 94,2 0/0 94,2 0/0 
0,376 94,4 94,3 
0,752 94,4 94,5 
0,503 94,5 94,4 
3,007 94,4 94,4 


L’action ne s’arréte donc pas lorsqu’il y a une quantité cons- 
tante, mais une proportion constante de salicine décomposée. 
Comme c’est la méme quantité d’émulsine quia agi partout, elle 
était certainement en exces dans les solutions de salicine les 
plus pauvres, mais l’action n’a pas élé poussée pour cela plus 
loin. Mémes conclusions pour des solutions de coniférine qui ont 
été trailées par |’émulsine. 
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Coniférine Coniférine hydrolysée _ 
a — 
employee. ap. 16 heures. ap. 24 heures. 
0,377 42,3 42,3 
0,500 42,0) 42.0 


Ce sont done les proportions qui paraissent jouer, quand il 
s'agit des diastases, le rdle que jouent les quantités absolues 
quand il s’agit des acides. C’est la une notion qui peut paraitre 
étrange, et nous fait sortir de nos habitudes d’esprit. Mais si l’ex- 
périence l’impose, ilfaudra bien s’y habituer. Nous sommes con- 
firmés dans cette vue en nous rappelant l’expérience de p. 103, 
dans laquelle nous avons vu que la méme quantité de sucrase, 
qui donnait 5 grammes de sucre interverti en 4 heures dans des 
solutions contenant 10, 20, 40 grammes de sucre, en donnait 
moins dans une solution qui n’en contenait que 5grammes dans 


nA . ; Ss . < 
le méme volume. C’est que la proportion g—du sucreinterverti 


au sucre initial était plus considérable dans cette derniére solu- 
tion que dans les autres. Nous sommes donc conduits par l’ex- 
périence 4 modifier notre premiere conception, et a remplacer, 
dans l’équation écrite plus haut, la quantité S — s par la fraction 
S—s 


: et a écrire 


a! Ss=—s 
—AsS=m™ (0 n S Jai. 


Cette fois, ily a concordance avec l’expérience. La réaction s’ar- 
réte lorsque 


oO 


Vow 


et la valeur de est méme facile a calculer, on a en effet, pour 
V’émulsine et la salicine 


1 94,4 
. = as dou z= 1,06 
De méme pour lémulsine et la coniférine 
Cee se 
n= 100 dou n = 2,39 


Enfin pour les réactions qui, comme celles de la sucrase sur le 
saccharose, se terminent toujours, onas—o, d’oun= 1. 


DE L’ACTION DES DIASTASES. 144 


Ici se présente une remarque intéressante. Pour ces réactions, 
> x - ° ° a : 
cest-a-dire quand n=1, l’expression de A‘ se simplifie, et devient. 


ms 
S 


—AsS=—At 

Si on la compare avec |’expression correspondante écrite 
plus haut au sujet de l’action des acides, on voit qu’elles ne dif- 
ferent que par l’introduction du rapport 4. La diminution de 
la quantité desucre dans le temps At n’est donc pas proportion 
nelle a la quantité absolue de sucre, comme dans le cas des 
acides, mais proportionnelle a la proportion de sucre dans la 
liqueur. Par suite nous n’aurons pas, comme dans le cas des 
acides, des actions qui s’accompliront dans le méme temps, 
quelle que soitla dose de sucre, mais des actions qui, étantd’au- 
tant plus lentes 4 chaque instant que les quantités de sucre sont 
plus fortes, iront en augmentant de durée proportionnellement a 
la dose de sucre. 

On peut du reste préciser cette notion et la généraliser en se 
servant du calcul, quipermet, par des voies simples et réguliéres, 
de passer de |’équation écrite ci-dessus, et qui exprime une rela- 
tion entre des quantités infiniment petites, a l’expression des 
valeursfinies de S et de ¢. On aen effet, en appelant comme plus 
haut s la quantité de sucre non encore transformé au temps f. 


S — mnt 
ee a [Yee 
a, a 5 
S { 
Po pe ee 
et mn 1 pas 


On voit, dans ces équations, d’abord que nous aboutissons, 
comme nous pouvions nous y attendre, 4 une logarithmique 
comme avec l’hypothése de MM. O'Sullivan et Tompson. Dans le 
cas oun=1, la derniére équation peut s’écrire 

Ss S 


t= — | — 


m $ 


et ne différe de celle que nous avons écrite plus haut (p. 98) que 
par l’apparition du facteur S, qui n’existait pas dans le cas de l’'ac- 
tion des acides, et qui nous assure qu’icila durée de l’action croit 
proportionnellement a la quantité de sucre. D’une maniere gene- 
rale, si on a plusieurs actions diastasiques marchant parallélement 
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dans les mémes conditions avec des quantités égales de dias- 
tases et des quantités différentes de sucre, les temps nécessaires 


eee , ; s pat: 
pour arriver a des proportions égales A de sucre transformé 


seront proportionnels aux quantités de sucre présentes, et il en 
sera de méme naturellement pour les durées totales de I’action. 
fl est A remarquer que les durées de l’action totale sont 
toujours données comme infinies par le calcul, qu'il s’agisse 
des acides ou des diastases. Comme, dans une logarithmique, la 
diminution de V’ordonnée est toujours proportionnelle a l’or- 
donnée, elle ne se réduitjamais a zéro. La courbe est asymptote 
a laxe des x, et ne le rencontre qu’a linfini. Mais pratique- 
ment la réaction est terminée quand nos méthodes analytiques 
deviennent incapables d’en apprécier le progres, et par consé- 
quent, pratiquement, la transformation a toujours une fin. 


Mesure des constantes m et n. — Nous sommes done arrivés a 
des équations qui nous permettent de comparer a chaque 
instant les nombres que fournit l’expérience a ceux que fournit 
le calcul, et par conséquent de voir siles hypothéses que nous 
avons introduiles dans cette étude sont d’accord avec les 
réalités. 

Elles se rapportent toutes aux valeurs données a m ela n. 
Voyons comment on peut calculer ces constantes dans chaque 
expérience. Pour n, la chose est déja faite. Nous savons qu’il 
suffit d’étudier la réaction lorsqu’elle est & terme, c’est-a-dire 
lorsqu’elle est arrivéea la limite qu’elle ne peut pas dépasser, dans 
les conditions de température et de milieu dans lesquelles on 
optre. La valeur de n est égale a 1 dans toutes les actions 
qui s’achévent, et plus grande que l’unité dans toutes celles 
qui aboutissent & une limite. C’est donc l’action terminée qui 
nous donne 7; c'est l’action & ses débuts qui va nous donner m. 

Considérons en effet action a ses débuts, au moment ou le 
facteur n (S —s) est encore négligeable. Pendant quelque temps 
Yaction progresse proportionnellement au temps, et on a 


—As=mAt 


La valeur de m a, dans ces conditions, une représentation géo- 
meétrique trés simple. Soit en effet S A (fig. 3) la courbe de V’inter- 
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5 ies 9 . , . 
eae Dire que l’ordonnée diminue proportionnellement au 
vad x ’ OED ° 
aoe cest dire qu’al’origine, sur une certaine longueur SM, la 
é0u eh ac as 3 
ourbe se confond avec une ligne droite S T. On voit alors que 
AS Ss 


nS — — "= 


ee a 
en appelant « l’angle de la droite 8 T avec l’axe des temps. Il 
est dailleurs”’ évident que la droite ST est la tangente a la 
courbe, son origine. Nous arrivons donc a celte conclusion 
que la valeur du cofficient m, qui, seul, dans Péquation de la 


lg a 


Fig. 3. 


logarithmique, mesure l’action de la diastase, est la tangente de 
langle que fait avec l’axe des temps la tangente a l’origine de la 
courbe d’interversion. 
Le tracé empirique d’une tangente comporte toujours beau 
coup d’incertitude, surtout sur une courbe déterminée par points. 
Il arrive heureusement, d’ordinaire, que la courbe se confond 
assez longtemps avec sa tangente pour qu’on puisse déterminer 
deux ou plusieurs points du parcours commun, ce qui revient 4 
dire que l’action 4 ses débuts reste proportionnelle au temps 
pendant une période suffisante pour que l’on puisse faire plu- 
sieurs déterminations. Si elles sont concordantes, c’est-a-dire si 
elles s’échelonnent sur une méme droite, le tracé de cette droite 
sera facile. On sera d’ailleurs averti du moment ow intervient 
8 
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Vinfluence perturbatrice des produits de la réaction par celui ou 
la courbe se détachera nettement de la tangente a l’origine. 

On trouve, disséminées dans divers mémoires, méme dans 
ceux qui ne lescherchaient pas, des preuves de cette proportion- 
nalité de l’action au temps. Mayer (14) et moi (4) avons, je crois, 
observée les premiers indépendamment l’un de l’autre. Mayer 
s’est servi d’une solution tres étendue de sucrase, quil a 
mélangée & une solution de sucre de cannea 10 0/0. Ona déter- 
miné immédiatement, puis a divers intervalles, les quantités 
totales de sucre interverti, et on en a déduit les quantités de 
sucre interverti par heure pendant chacun des intervalles con- 


sidérés. L’expérience a donné les chiffres suivants : 


Sucre interverti pour 100 


Temps en totalité par heure 

0 4 » 

41 heure 1,6 » 
AT h. 4/2 18,2 1,0 
22 h. 1/2 23,4 1,0 
44h. 39,8 0,8 
95 h. 66,2 0,5 

120 he 74,4 0,33 
145 h. 83,2 0,33 


On voit que, pendant les 20 premiéres heures, la quantité de 
sucreinterverti par heure esta peu pres constante, et que la propor- 
tionnalité n’existe plus dés qu’ily a environ 25 0/0 du sucre inter- 
terverti. J’avais trouvé de mon cété que la limite était 80/0 pour 
des solutions a 30 et 400/0 desucre. Mais l’important n’est pas 
le moment ow la proportionnalité cesse, c’est qu’elle existe pen- 
dant une durée assez longue, pour qu’on puisse faire plusieurs 
observations concordantes propres a assurer la valeur de m. 

Nous pouvons trouver, dans le mémoire cité d’O’Sullivan et 
Tompson, un autre exemple, intéressant parce que la transforma- 
tion ya été rapide. Les nombres qui suiventse rapportent a l’in- 
version, a 15°,5, d’une solution a 20 0/0 de saccharose, convena- 
blement acidulée. Le tableau donne les intervalles des prises et 
les proportions de sucre interverti. 
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Au début 0, °/o de sucre interverli 
ap. 5 minutes 3,4 — 
iy 9,8 a 
30 — 19,2 ~— 
ot 33,6 _— 
90 — 45,8 _ 
120. — 58,5 — 
150 — 67,4 _ 
2100 — 79,8 _ 
240 — 84,4 _ 
270 — 87,3 _ 
430 — 95,1 — 
1470 — 99,2 -- 
48 heures 400,0 — 


Nous avons donné la série 4 peu prés complete des détermina- 
tions comme exemple d'une étude bien faite, et pour montrer 


. 


qu'une action qui marche vite 4 ses débuts peut étre longue a se 


Fig. 4. 


terminer. Pour le moment, nous ne prenons de ces chiffres que 
Jes premiers, qui montrent que pendant la premiere demi-heure, et 
jusqu’a ce qu’ily ait eu environ 20 0/0 de sucre interverti, l’action 
a été & peu pres proportionnelle au temps. 

La quantité de sucre intervertie par minute dans les condi- 
tions de l’expérience qui précéde, ou la valeur de m, est facile 
a calculer. La liqueur contenait par 100 c. c. 20 grammes de 
saccharose dont 3,1 0/0, soit 0 gr. 62, ont été intervertis pendant 
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les 5 premiéres minutes; cela donne 0 gr. 124 par minute. On 
trouverait de méme 0 gr.13 pour le premier quart d’heure, 
0 gr. 128 pour la premiére demi-heure. Puis les nombres 
décroissent de plus en plus, mais ils sont assez bien déterminés 
pour cette premiere période. Nous pouvons done désormais 
tabler sur une détermination assez précise de la valeur de m. 
Elle est ici égale a 0 gr. 127. 


Influence de la quantité de diastase. — Kn simplifiant, comme 
nous venons de le faire, l’étude de l’action d’une diastase, et en 
Ja réduisant a celle de Vinclinaison d’une droite sur l’axe des 
temps, nous allons pouvoir rendre intuitives quelques notions 
importantes que le calcul viendra du reste confirmer. 

Soit S T (fig 4) la tangente a l’origine de lacourbe d’interver- 
sion d’une quantité OS de la saccharose. Le point T auquel elle 
vient couper l’axe des temps est la durée ¢ qu’aurait le phénomeéne 
s'il n’était pas troublé par l’intervention des produits de la réac- 
tion, et sil marchait constamment avec sa vitesse originelle. On 
a en effet 


WY = 1G ae 
—— Sires 


Imaginons maintenant que, sans rien changer ala température 
et aux conditions de l’expérience, nous ayons opéré sur un 
poids de sucre double, dissous dans la méme quantité de liquide 
etavec la méme quantité de diastase. Notre courbe partira d’un 
point plus élevé S’, tel que OS'= 2 OS. Etcomme l’action d’une 
diastase au départ ne dépend que des conditions extérieures, 
qui sont restées les mémes, et non de la dose de sucre, quiseule 
a varié, la tangente a l’origine aura méme inclinaison que la 
premiere, et viendra rencontrer. l’axe du temps a une distance 
OT’ = 20T. Ceci, remarquons-le, n’est pas un fait nouveau, 
c’est une autre forme de la notion que l’action d’une diastase ne 
dépend pas de la quantité de sucre. 

Mais imaginons maintenant que nous ayons doublé la quan- 
tité de diastase en méme temps que celle du sucre. Dans ce cas, 
nous pouyons supposer que nous avons mis, dans le méme volume 
de dissolvant inerte, deux doses de sucre et de diastase égales a 
celles de lapremiére expérience. Nous avons donc deux actions 
paralléles, confondues dans le méme milieu, et si nous admet- 


| 
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tons, ce quiest tres vraisemblable, qu’elles ne s’influencent pas 
une l'autre, chacune d’elles, et par conséquent l’action totale 
doit s’accomplir dans le méme temps ¢ que précédemment. L’in- 
clinaison au départ de la tangente & l’origine doit done étre telle 
quelle vienne passer par le point T. Ce sera la droite S'T. 
Done, en doublant, pour une méme quantité OS’ de sucre, la quan- 
tité de diastase, nous avons réduit & moitié le temps de l’action, et 
doublé la valeur de m, car tout 4 l'heure, pour S’T’, nous avions 


m= ob 
SAVE 


= lg« 
et nous avons pour ST 


ii 
Vr, 


ebeay > J 

Pour des quantités égales de sucre, Ja valeur de m double 
donc quand la quantité de diastase devient double. En généra- 
lisant, on voit que m est proportionnel a la quantité de diastase, 
et qu’en appelant maintenant @ la quantité de sucre que peut in- 
tervertir, dans les conditions et a la température de l’expérience, 
une unilé de poids ou de volume, arbitrairement choisie, de la 
diastase employée, une quantité d de cette diastase, évaluée au 
moyen de cette unité, en intervertira la quantité ad. On aura donc: 


= 2m, ou bien tg«’ = 2tga. 


m = wd 
et pendant le commencement de l’action, de méme que pendant 
toute sa durée quand l’action perturbatrice des produits de la 
réaction n’intervient pas, on a 


S == M0 0s 


en appelant S la quantité de sucre transformée pendant la pé- 
riode & laquelle s’applique la loi de proportionnalité signalée 
plus haut. Pendant cette période, le produit de la quantité de 
diastase d par la durée ¢ de l’action est donc constant pour des 
quantités égales de matiére transformée. 


Généralisation de ces résultats. — Jai dit plus haut que j’avais 
particularisé mon raisonnement pour le rendre plus simple et 
plus intuitif. Mais je n’ai pas besoin de dire qu’on arrive a des 
conclusions analogues ou identiques, en étudiant non plus la 
tangente a l’origine, mais la courbe elle-méme. Le coeflicient 
angulaire de la tangente 4 l’origine de la courbe the “ 
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est en effet m, comme nous pouvions nousy attendre, pour / =o. 
Quant au temps de l’action, donné par |’équation : 


4 
faa se 
Oe Bs 


on peut avoir avec lui des relations plus générales que celles 
que nous avons tirées tout 4 l’heure, mais d’accord avec elles. 
On voit en effet que, pour diverses interversions faites avec des 
quantités inégales desucre et de diastase, a Ja seule condition 


Maly: 
S—s. ; 
que la valeur de 5 soit la méme, et que 7 soit constant, on 


a, en appelant A une constante 
,— 88 
m 
Les durées d’action qui correspondent a des progrés égaux 
dans la marche de |’action sont donc proportionnels aux quantités 
de sucre pour les mémes quantités de diastase; ils sont en raison 
inverse des quantités de diastase pour les mémes quantités de 
sucre. Ceci revient a dire que si on faitmarcher simultanément, 
et dans les mémes conditions, plusieurs actions diastasiques avec 
des quantités égales de diastase et des quantités inégales de 
sucre, On pourra, au lieu de mesurer le temps total de I’action, 
ce quiest long et parfois difficile, se contenter de mesurer le 
atemps au bout duquel une fraction quelconque de l’action est 
ccomplie, ce qui simplifie et facilite les mesures. Dans leurs 
recherches sur la sucrase, MM. O’ Sullivan et Tompson ont choisi 
le moment ov la rotation de la liqueur, d’abord droite, passe par 
le zéro en devenant négative. Ce terme correspond, ainsi qu’il 
est facile de le calculer, a l’interversion de 74,4 0/0 du sucre 
présent, et onpourra faire, en prenant cette limite et ce terme de 
comparaison, toutes les évaluations de m que nous faisions plus 
haut en comparant entre elles les inclinaisons des tangentes a 
Yorigine sur l’axe du temps. 


Vérifications expérimentales. — Nous sommes donc maintenant 
en possession de quelques conclusions théoriques établies sur 
nos hypothéses, et des moyens de les contréler. Essayons cette 
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vérification. Le nombre des expériences faites dans cette direc- 
tion est malheureusement trés restreint. Ce n’est pas qu’il n’en 
ait 6té fait beaucoup. Mais ou bien elles péchent par défaut de 
comparabilité, ou bien elles ont été faites avec une méconnais- 
sance compléte des conditions qui pouvaient les rendre pro- 
bantes. 

C’est ainsi par exemple que Tammann (10) ne pouvait rien 
trouver en cherchant une relation entre la quantité de diastase 
et la quantité de substance hydrolysée a la fin de la réaction. 
D’abord, le caractére essentiel des diastases est de pousser a 
bout l’action qu’elles produisent, quelle que soit leur quantité, 
si on leur en donne le temps. De ce cété-la, par conséquent, 
le terrain de l’étude était mal choisi. Puis, en revenant a nos 
formules, si m dépend de la quantité de diastase, la quantité de 
substance intacte a la fin de la réaction dépend de n, qui n’a 
avec m aucune relation nécessaire, et on comprend l’incohérence 
des résultats obtenus par Tammann. D’autres mémoires se pré- 
teraient a des critiques pareilles. Quand on a fait cette ventila- 
tion nécessaire, il ne reste plus que quelques expériences, assez 
probantes cependant pour qu’il ne reste aucun doute sur l’exac- 
titude des lois posées ci-dessus. 


Influence de la quantite de sucre. — Chose curieuse, c’est la 
plus facile & étudier, celle qui relie Je temps de quantités égales 
d’action, ou de l’action totale, aux quantités de sucre, qui est 
la plus mal appuyée par l’expérience. Barth (11) a trouvé, en 
faisant agir de la sucrase sur du saccharose, des nombres irré- 
guliers qui, au lieu de suivre une marche régulitre & mesure 
qu’augmentait la quantité de sucre, passaient par un maximum. 
Peut-étre ne s’est-il pas assez méfié des légéres doses d’alcali que le 
sucre apporte dans les solutions, et gui, lorsqu’on prend des 
liqueurs concentrées, peuvent devenir assez fortes pour troubler 
Vaction de la diastase. 

En somme, je ne connais pas d’expérience dans laquelle on 
ait mis, dans des conditions tout a fait comparables, une méme 
quantité de sucrase en présence de quantités inégales de sucre, 
et ot on ait noté une proportionnalité entre la dose de sucre et 
la durée des réactions. Tout ce qu’on peut affirmer, comme 
résultant de. toutes les expériences faites, c’est que la durée de 
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la réaction n’est pas indépendante de la quantité de sucre, comme 
dans le cas des acides, mais augmente avec lui. 

Heureusement, cette loi de proportionnalité n’est autre chose, 
ainsi que nous l’avons vu, qu’une autre forme d’un fait bien 
établi, je veux dire l’égalité entre les quantités de sucre inter- 
verti que donne dans le méme temps, au début de l’expérience, 
la méme quantité de sucrase dans des solutions de sucre inégale- 
ment concentrées. La tangente au départ des diverses courbes 
d’interversion ala méme inclinaison sur l’axe des temps, et doit 
venir le rencontrer & des distances de J’origine proportionnelle 
aux quantités de sucre initiales. D’un autre cdté, sim est constant 
a une méme température, comme nous allons le montrer tout a 
Vheure, la loi qui se vérifie pour les tangentes a l’origine doit se 
vérifier aussi pour les courbes réelles d’interversion, de sorte que 
nous pouvons considérer la loi comme sure. 


Influence de la. quantité de diastase. — Cette influence a été 
beaucoup étudiée, mais pas toujours dans des conditions qui 
rendent |’étude fructueuse. Brucke a fait, par exemple, agir sur 
de la fibrine des quantilés différentes de suc gastrique; mais 
il est difficile de trouver, dans ce cas, une mesure de l’action 
qui se produit. De méme, Schwarzer a fait agir du malt sur de 
lempois, et a employé, comme critérium du degré d’avancement 
de l’action, Yiode qui, comme on le sait, est un réactif infi- 
déle. Cohnheim a été mieux inspiré en recourant a la mesure de 
Ja quantité de glucuse formé. C’est & Paschutin (12) qu’on doit 
Ja premiére démonstration d’une proportionnalité & peu pres 
exacte entre les quantités de diastase et les quantités d’action 
dans le méme temps. 

Ila faitagir des quantilés différentes de salive sur une solu- 
tion sucrée, et a trouvé les nombres suivants : 


Salive employée. Sucre produit. 
0,25 ¢. ¢. 0,40 grammes. 
0,50 — 0,820 
0,75 fod ape 
1,00) 22 Lohan a 
150 — OM a dace: 
500: 2 gs le tia 


On voit que tant que l’action reste a ses débuts, la quantité 
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de sucre produit reste proportionnelle a la quantité de diastase. 
Cette loi ne se vérifie pas pour toute la durée de la réaction, 
mais nous savons qu’elle ne peut plus étre vraie dés qu’inter- 
vient l'action perturbatrice des produits formés, Ce qu’il faut 
alors comparer, ce ne sont pas les quantités d’action pendant le 
méme temps, mais les durées de quantités d’action égales. C’est 
pour avoir oublié cette notion essentielle que Kjeldahl, Mayer, 
ont échoué dans leurs tentatives pour mettre en évidence cette 
proportionnalité. C’est parce que MM. O'Sullivan et Tompson 
avaient adopté le mode d’évaluation signalé plus haut qu’ils ont 
pu vérifier la loi dans des limites beaucoup plus étendues. 

Ils ont en effet mesuré, aux températures de 15°,5 et de 56°,5, 
les durées nécessaires pour qu’une solution de sucre arrive au 
zéro dans l’appareil de polarisation, en présence de quantités 
variables de sucrase. Ce passage par Je zéro correspond, nous 
Vavons dit, a l’interversion de 74 0/0 du sucre. Voici les nom- 
bres qu’ils ont obtenus : en A, ce sont les nombres bruts, éva- 
lués en minutes; en B, on trouve les produits des deux nombres 
qui représentent la quantité de sucrase et la durée de l’action. 
Les solutions sucrées étaient acidulées de facon a donner 
l’action la plus rapide possible. 


Température. Sucrase. A B 
450.5 0,15 grammes. 283 minutes, 424,5 
» » 0,45 — 94.8 — 426,6 
» » 1,50 — 30,7 — 460,5 
560,5 0,0345 — IST. == 54,4 
» » 0,0722  — » 74,8 — d4,0 


On voit gue, surtout pour la température de 56°, le produit 
mt de la quantité de diastase par la quantité d’action est con- 
stant. Or, quand, comme dans ce cas, il y a eu intervention des 
produits de la réaction sur sa marche, il faut, d’aprés l’équation 

4 
ie = | 


n S—s 
14—n : 
aS 


7 9 
pour que le produit mf soit constant pour des quantités S 
d’action égale, que m le soit aussi. Voila donc vérifiées deux des 
hypotheses sur lesquelles nous avons basé toutes nos déduc- 


tions. 
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Etude de la présure. — Cette proportionnalité inverse entre 
la dose de diastase et la quantité d’action se vérifie trés bien 
aussi, et sans tant de difficultés, pour la présure : elle se vérifie- 
rait sirement aussi pour les autres diastases coagulantes, parce 
que, avec elles, les produits dela réaction ne peuvent l’entra- 
ver, puisqu’ils prennent l'état solide. La difficulté est de trouver 
un terme défini 4 la réaction. Avec le lait, on y arrive assez fa- 
cilement quand on le coagule dans des tubes a essai ou des flacons 
allongés. Le lait forme, une fois coagulé, une masse solide qui 
reste adhérente au vase quand on le renverse. Dans un vase 
plat, le moment de la coagulation peut étre aussi exactement 
apprécié en enfoncant dans la masse la lame d’un couteau ou le 
doigt. La boutonniére formée doit avoir des lévres nettement 
coupées, et le liquide qui s’y réunit doit étre transparent. Quand 
on opére a température constante, et qu’on ajoute a du lait des 
quantités inégales de présure, on obtient pour la durée de la 
coagulation des chiffres variables dont l’expérience suivante 
donne une idée. 

Dans mes expériences (15), la présure employée était de la 
présure de Hansen, de Copenhague. On en a mis la méme 
quantité, 1 c. c., dans les volumes de lait indiqués, en c. c., 
dans la premiere colonne. La seconde donne les durées de coa- 
gulation de ces mélanges divers ala température de 36°,5. La 
troisiéme donne le produit mt de la proportion de diastase par 
le temps de coagulation, 


Valeurs de m. T, de coagulation. Produit mf. 
1/24,000 240 minutes. 100 
4/12,000 Legs 273 

1/8,000 SO a 266 
4/6,000 21.30" 270 
1/4,000 A 266 
4/3,000 44’ 275 
4/2,000 7.30" 266 
1/4,500 6.20” 240, 
1/300 4.20" 120 
1/250 3.30" 80 
1/175 3.20" 40 


On voit que la loi se vérifie bien pour des volumes de lait 
compris entre 2,000 et 12,000 fois le volume de présure, mais 


A 


qu’en dega et au-dela de ces limites, elle cesse d’étre exacte. Cela 
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tient a des causes diverses connues sur lesquelles je revien- 
drai. Pour le moment, ce qui doit nous frapper, c’est que la loi 
se vérifie d’une facon aussi précise pour une action diastasique 
aussi différente de celle des diastases hydrolysantes. 

Leercher (13) est arrivé aux mémes résultats en ajoutant a 
du lait des solutions étendues de présure, employées aux doses 
de 0,01 c.c. A1c.c., dans 10 c. c. de lait chauffé et maintenu 
a 37°. Voici les nombres obtenus rangés en série. La série de 
gauche est obtenue avec des proportions de présure décuples 
de celle de droite, et on a calculé pour chacune des expériences 
le produit mt. 


Doses de Temps de Produit Doses de Temps de Produit 
présure coagul. mt présure coagul, me 
OR0AN GAC: non obs. OR emcs 43 430 
0,02 245 min. 490 0,2 24,5 490 
0,03 455 465 0,3 16 480 
0,04 126.5 485 0,4 12.5 500 
0,05 92 460 0,5 410 500 
0,06 78 468 0,6 8,75 525, 
0,07 69,25 485 0,7 8,16 O64 
0,08 63 504 0,8 7,5 600 
0,09 56 504 0,9 6,7 603 
0,10 43 430 1,0 6 600 


Il y a dans ces nombres des irrégularités singuliéres, le phé- 
noméne étant certainement régulier et continu, mais on voit 
encore que, dans la zone moyenne, pour des proportions de pré- 
sure qui ne sont ni trop fortes ni trop faibles, la loi se vérifie bien. 


Expériences de O'Sullivan. — Nous pouvons enfin donner une 
vérification en bloc de la formule générale 
S } 4 


en recourant a des expériences de O’Sullivan (7) faites dans des 
conditions ou on ne pouvait pas s’altendre, @ priori, A voir une 
telle loi apparaitre. Ce savant a observé, et c’est un point sur 
lequel nous reviendrons, qu’une levure de Bass fraiche et saine, 
mise en suspension dans|’eau, n’y laisse pastranssuder de sucrase, 
ou presque pas. Mise en contact avec une solution de sucre, elle 
Vintervertit pourtant, et méme avec quelque rapidité ; mais cette 
interversion est un phénoméne intracellulaire, ou au moins ne 
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s'accomplit qu’au contact de la cellule, car si on filtre le mélange 
avec assez de soin pour qu’aucun globule de levure ne traverse 
le filtre, toute interversion s’arréte dans le liquide filtré. Il ne 
contient donc pas de sucrase soluble. De plus, pendant les pre- 
miéres heures du contact de la levure et du sucre, il n’y a pas 
d’alcool produit. On peut donc admettre que tout se passe comme 
si, en introduisant de la levure dans de l’eau sucrée, on y introdui- 
sait autant de centres d’action diastasique qu’il y a de cellules. 
En maintenant celles-ci en suspension par un courant d’air, qu’on 
peut du reste remplacer par un courant d’acide carbonique, on 
assure leur égale répartition dans le liquide et Vhomogénéité du 
systeme. La levure hydrolyse peu a peu le sucre a l’aide de la dias- 
tase toute faite qu’elle contient, et ne semble pas en fabriquer 
de nouvelle dans un liquide owt elle ne rencontre que du sucre. 
Quoi qu’il en soit, on voit apparaitre, dans ces conditions nouvel- 
les et singuliéres, la loi écrite plus haut. 

Elle se simplifie en ce que, pour le sucre et lasucrase, la valeur 
de n, comme nousl’avons vu, est égale a |’unité. On a done l’équa- 
tion 


m § 

Chose curieuse, M. O'Sullivan ne songeait pas a vérifier cette 
formule dans ses essais, mais bien la formule 
il 


m Ss 

a laquelle le conduisait sa conception du phénomene (p. 102). Ha 
donc mesuré, a divers intervalles, ¢, S, s, et de ces mesures il a tiré 
les valeurs de m. Dans sa conception, et d’aprés sa formule, ces 
valeurs eussent di croitre avec la proportion de levure, et étre 
indépendantes des doses de sucre comme elles le sont dans le 
cas des acides. Il trouve au contraire, et il remarque lui-méme 
qu’elles varient en raison inverse des quantités de sucre, la quan- 
tité de levure étant laméme, de sorte qu’ona 


a 
S 

C’est donc en réalité ia formule que nous avons proposée qui 
ressort de l’expérience, et non celle de O'Sullivan. 

Pour donner une idée de l’approximation avec laquelle elle 
se vérifie, nous allons citer les résultats de deux expériences 


m = 
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comparatives faites avec la méme levure, mise en contact avec 
des solutions de sucre a des titres variés : 5, 10, 20, 30 0/0. Dans 
chacune de ces liqueurs, on mettait 0 gr. 5 et 1 gramme de levure, 
qu'on maintenait en suspension a l’aide d’un courant d’air. Au 
bout de 30, 60, 120 minutes, on prélevait un échantillon qu’on 
étudiait au polarimétre. On avait donc pour chaque cas ft, S, s, et 
on en tirait, pour chaque expérience, trois valeurs assez concor- 
dantes de m’ 


C’est la moyenne de ces valeurs de m’ qui est donnée ci-des- 
sous pour les 3 liqueurs sucrées additionnées de 0 gr. 5 et de 
i gramme de levure. 


Séries Sucre Levure Valeur de mm’ Valeur de m/s = m 
| Bof/yo Osr,5 — 0,0027 0,000135 
4 gi 0,0057 0,00028 
10o/o  Ogr,5 00,0043 0,000430 
A gr 0,0026 0,00026 
I) 20 0/) Ost, 0,007 0,000140 
| A sr, 0,0012 0,00024 
| 30 /o ar 0,00035 0,000105 
| te 0,0006 0,00018 
5 o/o  O8t,8  0,0045 0,00022 
a4 \ 10 o/o —<O8t,8 0,0022 000022 
f 200/,  O8r,8  — 0,0010 0),00020 


On voit que la loi apparait nettement au travers de la com- 
plication de l’expérience et de la délicatesse des mesures, La 
quantité m croit proportionnellement a la quantité de levure 
ou de diastase. La vérification est moins bonne pour les solu- 
tions sucrées a 30 0/0. Mais O'Sullivan remarque que pour 
cette concentration, la cellule de levure se contracte et réduit son 
volume de 1/5 environ. En outre la liqueur est visqueuse. ll 
nest donc pas étonnant que Vaction diastasique faiblisse dans ce 
cas. Ce qui est étonnant, c’est qu'une loi faite et écrite pour une 
réaction entre des subtances solubles se retrouve aussi exacte 
pour une réaction ou entrent des cellules vivantes. Ceci nous 
prouve que tout ce qui précéde est vrai, non seulement dans le 
domaine dela chimie, mais dans celui de la physiologie, et qu il 
y a des échanges cellulaires qui peuvent se comporter comme des 
réactions purement chimiques. - 
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Expériences de Moritz et Glendinning. — Enfin, je signalerai 
une} derniére conséquence, d’accord 4 la fois avec la théorie et 
avec l’expérience. Supposons que dans une action diastasique 
ou nest plus grand que l’unité, et ou la valeur maximum de 
S —s est donnée comme plus haut, par l’expression : 


Ses 


S nN 


on ajoute, une fois la réaction arrétée a ce terme, une 
quantité nouvelle de la substance transformable par la diastase. 
Il est clair que la réaction va reprendre, et que la portion T 
ajoutée va se transformer jusqu’a ce qu'il en reste une quantité 
finale ¢ telle que : 


T n 

de sorte que la réaction s’arrétera de nouveau a son terme 
initial, si on maintient constantes les conditions dans lesquelles 
elle s’accomplit du commencement a la fin. On a donc ici le fait 
curieux d’une diastase qui reste inerte aussi longtemps qu’on 
voudra, dans la premiere partie de l’expérience, alors qu’il reste 
encore la quantité s de matiére a transformer, et qui recommence 
a agir lorsqu’on lui donne a digérer de nouvelle matiére en 
tout analogue a s. 

C’est au moins ce qui résulte de nos formules. Or la réalité 
du fait résulte d’une foule d’observations déja faites, parmi 
lesquelles je reléverai comme les plus concluantes celles de 
MM. Moritz et Glendinning sur la saccharification de l’amidon. 
Une fois cette saccharification & terme & une température quel- 
conque, par exemple 52°, ils la partagent en deux moitiés dont 
Vune est réservée pour l’analyse. Dans l’autre, ils mettent une 
quantité d’empois d’amidon égale a celle qu’elle contenait pri- 
mitivement, et recommencent la saccharification & 52°. Il nya 
de diastase que la moitié de celle qui existe primitivement, et 
qui semblait inerte. La saccharification recommence pourtant. 
Au bout de 2 heures on opére sur ce second liquide comme sur 
le premier, c’est-a-dire avec le quart de la diastase initiale, et 
le quart de V’empois d’amidon initial. Les saccharifications 
deviennent de plus en plus lentes, car la diastase travaille de 
plus en plus en présence des produits de son action, mais elles 
aboutissent au méme terme, ainsi que le montrent les chiffres 
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Suivants, qui sont les pouvoirs réducteurs de la matiére en 
solution dans les liquides, rapportés a ce qu’ils seraient si cette 
matiére était du dextrose. Toutes les corrections ont été faites 
pour le sucre apporté par le malt, et les autres petites causes 
d’erreur du procédé opératoire : 


IPR. COMMON dosucdaccoauonoesadune 48,7 
Qe _ (faite avec la premiére). 48,6 
3e — (faite avec la seconde)... 48,4 


En résumé, il m’a paru que les formules que je propose 
comprenaient et expliquaient tous les faits connus. Elles sont 
en outre assez simples, malgré leur complication apparente, et 
en outre elles reposent sur des notions faciles a saisir. C’est 
pour cela que je les propose avec confiance aux savants que 
préoccupent les difficiles questions de diastase, qui ont englobé 
Pétude des toxines et des venins, et n’en sont devenues que 
plus urgentes a résoudre. 
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LES MICROBES DES NODOSITES DES LEGUMINEUSES 


Par M. MAZE 


Prépavateur a l’Institut Pasteur. 


TROISIEME MEMOIRE 


DEUXIEME PARTIE 


Morphologie du microbe des nodosités. 


Dans le cours des recherches déja publiées', quiont surtout 
porté sur le cété chimique de la fixation de l’azote, je n’ai ren- 
contré pendant longtemps que la forme bacillaire mobile des 
microbes des nodosités. Les auteurs ont décrit des formes rami- 
fiées, des formes en étoile associées aux bacilles. Je ne les ai 
vues apparaitre qu’en présence d’un taux élevé de chlorure de 
sodium ou d’une dose exagérée de saccharose. Ce caractére 
accidentel semble traduire des conditions de développement 
défavorables. 

Je me suis proposé de préciser ces conditions et d’essayer en 
méme temps d’obtenir les formes en poire que l’on rencontre 
dans les nodosités de trefle. Dans ce but, j’ai eu recours: 1° a 
Vaction de la chaleur; 2° aux milieux acides. 

Action de la chaleur. — M. Laurent a fixé a 30° la limite du 
développement des microbes des nodosités. Cependant, si,on fait 
des ensemencements abondants, ils poussent encore a 35° sur 
gélose*; ils s‘habituent méme assez vile & cette température. 

Si on réensemence toutes les 48 heures Jes cultures 
exposées pendant quelques jours a 35°, on observe, des le 
deuxiéme passage, dans les cultures Agées de 24 heures, de 
nombreux bacilles pourvus de bourgeons latéraux; ces ramifi- 
cations disparaissent dans les cultures Agées de 3 jours, lorsque 
la mucosite est déja abondante. 


‘le Ga Annales, février 1897 et janvier 1898. 


2. La gélose dont il est question dans toute la derniére partie de ce travail a 
été faite avec du bouillon de haricots additionné de 3.0/0 de saccharose. 
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A partir du deuxiéme passage, les formes rameuses deviennent 
de plus en plus nombreuses; elles diminuent ensuite et dispa- 
raissent complétement lorsque le microbe s’est adapté a la tempé- 
rature de 35°. C’est dans les cultures de 24 heures qu’elles sont 
le plus nombreuses. Les figures 1 et 2, Pl. II, donnent une 
idée de leur richesse et de leur abondance. Comme on le voit, les 
bacilles s’allongent et forment un grand nombre de bourgeons; 
si on dilue un peu de ces cultures riches en formes ramifiées 
dans de l’eau physiologique ou du bouillon de haricots stérile, 
on les voit se désagréger rapidement et donner naissance, par 
voie de division transversale, a des éléments simples. La fig. 3, 
Pl. Il, représente deux de ces formes a deux stades différents 
de division. Les rameaux prennent naissance et grandissent 
comme les bourgeons ordinaires; il n’y a donc pas, chez les 
microbes des nodosités, de division longitudinale. 

Action des acides. — Les microbes ne se cultivent pas dans le 
bouillon de haricot additionné de 1/1000 d’acide tartrique; les 
germes déposés dans ce milieu ne se régénérent plus au bout de 
2 a 3 semaines, lorsqu’on les transporte sur des milieux alcalins. 

[ls se développent sur gélose additionnée de 4 0/00 d’acide 
tartrique ou oxalique ‘, acondition, toutefois, d’ensemencer trés 
abondamment. Des la premiére culture sur ce milieu, les bacilles 
donnent naissance a des formes en poire, ala température de la 
chambre; leur contenu est vacuolaire, leur diamétre atteint 2-3 p., 
quelquefois plus (fig. 2, Pl. I). 

Ces métamorphoses sont générales lorsque l’ensemencement 
est pauyre; mais si on transporte beaucoup de mucosité, la 
transformation est limitée a la minorité des microbes; dans le 
premier cas, le développement s’arréte au bout de 3 ou 4 jours 
et les formes en poire persistent dans la culture, tandis qu’elles 
sont passageéres lorsque la mucosité envahit toute la surface. 

Si on combine !’action de la température de 35° avec l’in- 
fluence des milieux acides, les résultats sont différents : les 
bacilles s’allongent, se renflent en chapelets et se ramifient. Tous 
se transforment; il est impossible de trouver dans les cultures 
un bacille normal; l’organisme qu’on obtient ainsi présente la 


1. Lracidité n’atteint pas le chiffre de 1/1000, car la gélose étant préparée 
avec une eau légérement calcaire, une partie de l’acide se trouve neutralisée. 


9 
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plus grande analogie avec des fragments de mycélium 4gé d'une 
culture d’oospora (fig. 3, Pl. I). 

Mais il est impossible de fixer ces formes; elles disparaissent au 
bout de quelques jours dans la culture méme, lorsque la mucosité 
devient assez abondante; si on les transporte sur gélose alcaline, 
elles se désagrégent trés vite, et au bout de 24 heures on obtient 
un bacille typique, chez lequel rien ne trahit les modifications que 
ses ancétres ont subies. 

On obtient encore des formes analogues a celles de la fig. 3, 
Pl. I, lorsqu’on ensemence sur de la gélose de viande pepto- 
nisée un microbe habitué au bouillon de haricots sucré. 

Rien n’est done plus facile que d’obtenir sur des milieux 
artificiels des formes aussi variées que celles que l’on rencontre 
dans les nodosités. On ne peut pas attribuer celles-ci 4 l’action 
d’une température exagérée, mais il est clair qu’elles s’expliquent 
par linfluence de l’acidité de la séve. 

La plante n’exerce aucune action spécifique en dehors de 
celle des acides; j'ai déja dit que Jes microbes pénétrent dans 
les racines sous forme de coccobacilles (V. p. 43); ils y conser- 
vent cet état tant que la séve ne circule pas en abondance dans 
le tubercule; mais lorsque les vaisseaux sont formés dans cette 
région, le liquide nourricier dissout la mucosité protectrice qui 
englobe les microbes; a partir de ce moment, ils nagent dans 
un liquide acide constamment renouvelé, et c’est alors que les 
formes rameuses apparaissent; elles persistent aussi longtemps 
que dure la vie dans ces régions. 

Autres formes physiologiques. — L’histoire morphologique des 
microbes des nodosités ne se borne pas & ce que je viens d’ex- 
poser. Pour observer les formes si variées que je viens de 
décrire, il faut faire usage de cultures récemment tirées de la 
pulpe de jeunes tubercules. Les cultures d’origine ancienne 
présentent aussi un certain nombre de particularités intéres- 
santes que je vais passer maintenant en revue. 

J’ai montré que le microbe des légumineuses ne se déve- 
loppe pas dans une atmosphere d’azote pur; il y conserve 
cependant assez longtemps sa vitalité; et si, au bout de 15 jours 
ou 3 semaines, on le reprend dans les tubes scellés pour l’ense- 
mencer sur des tubes ordinaires, il donne de petites colonies 
grisatres, constituées par une forme a peu pres ronde, de tres 
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petit diamétre. En goutte suspendue, ces microbes se présentent 
soit a létat isolé, soit réunis par deux ou disposés en chaines. 

Ce résultat, obtenu dans une premiére expérience, laissait 
place au doute; il a été vérifié immédiatement dans une autre 
expérience faite avec des cultures dont la pureté avait été préa- 
lablement contrélée. 

La forme ronde a repris son aspect primitif au bout de 
quelques passages sur gélose, mais je n’ai pas réussi & lui faire 
produire de mucosité. Avec les cultures récentes on n’obtient 
pas ces transformations. Ensemencées dans une atmosphere 
d’azote, elles se comportent comme les cultures d’origine 
ancienne; mais les germes repris dans les tubes fermés, plusieurs 
semaines plus tard, ont conservé leurs propriétés caractéris- 
tiques. 

Ceci prouve que les cultures entretenues par des rajeunis- 
sements répétés se différencient peu a peu sur milieux artificiels. 

Si on en prend une appartenant a la méme série que celles 
qui ont servi dans l’expérience précédente, et si on l’ensemence 
de facon a obtenir des colonies séparées, voicice qu’on observe: 
au bout de deux ou trois jours, on voit apparaitre une série de 
colonies blanches, nacrées, étalées sur le milieu; elles atteignent 
facilement 3-4 millimetres de diamétre. Puis, unadeuxjoursapres, 
une autre série de colonies se forme; celles-ci sont plus proémi- 
nentes, légerement jaunatres; leur diamétre reste toujours infé- 
rieuraceluides premieres. Les deux espéces de colonies renferment 
deux bacilles qu’il est impossible de distinguer lorsqu’ils sont 
intimement mélangés; mais quand on est prévenu, on remarque 
que les colonies jaunatres sont constituées par un microbe dont 
le contenu présente de petites vacuoles, 

Ensemencés séparément, ces deux bacilles ne fabriquent pas 
de mucosité; si on les associe, ils donnent des cultures caracté- 
ristiques. Dans un méme tube, des colonies séparées conservent 
l’aspect de colonies de microbes banaux; si deux @entre elles 
empiétent l’une sur l’autre, la mucosité se forme en cet endroit, 
et au bout de quelques jours elle envahit toute la culture. I] est 
done impossible de considérer lune ou l'autre de ces formes 
comme une impureté, 

Les cultures sur pomme de terre permettent de pousser la 
transformation encore plus loin, a condition, toujours, de se 
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servir de cultures d’origine ancienne : sur un fragment de 
pomme de terre ensemencé depuis quatre semaines, on ne trouve 
plus que des formes rondes. On peut suivre au microscope 
’évolution des bacilles; on les voit s’allonger et se diviser peu 
& peu en articles courts qui deviennent indépendants les uus 
des autres; si on ensemence des tubes de gélose avant que la 
transformation ne soit complete, et si on s’arrange de fagon a 
obtenir des colonies séparées, on peut, 4 un moment donné, 
observer des colonies de formes rondes et des colonies de formes 
bacillaires. 

En ensemencant séparément sur pomme de terre les deux 
bacilles que nous avons isolés précédemment, on les voit évoluer 
tous deux vers la forme ronde. 

Les cultures issues des colonies provenant directement des 
nodosités, et conservées pendant huit mois, peuvent étre rajeu- 
nies au bout de ce temps; elles montrent les mémes transfor- 
mations. L’une de ces cultures m’a fourni une forme ronde et 
un bacille qui, ensemencés a part, ne fabriquent pas de mucosité; 
si on les associe, ils donnent des cultures tout a fait ty- 
piques. 

Propriétés physiologiques des formes précédentes. — Les propriétés 
physiologiques des microbes des nodosités ne sont pas plus 
stables que leurs caracteres morphologiques. Le bacille des 
légumineuses, au moment ot on lisole des tubercules, ne 
liquéfie pas la gélatine; les formes rondes qui en dérivent la 
liquéfient tres rapidement, les formes bacillaires trés lentement; 
les microbes ne troublent pas la gélatine peptonisée; ils se réu- 
nissent au fond des tubes et forment un dépdt floconneux. 

Leur action sur l’azote libre ou combiné est également inté- 
ressante. Pour |’étudier, j'ai eu recours aux deux formes extraites 
des cultures que j’ai conservées pendant huit mois sans les 
rajeunir; ces deux microbes sont trés différenciés, et, de plus, 
lorsqu’on les associe, ils exercent l'un sur l’autre une influence 
trés remarquable. 

La forme bacillaire avait acquis spontanément, pendant la 
belle saison, la propriété de produire de la mucosité ; pour cette 
raison, j'ai fait deux séries d’expériences correspondant 4 deux 
états différents de ce microbe. J’ai adopté le dispositif que j'ai 
déja utilisé plusieurs fois. 
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On a mis en expérience six ballons de culture renfermant 
chacun 50 c. c. de bouillon de haricots. 


Le ballon no 4 a été ensemencé avec la forme ronde. 


— no 2 — _ la forme bacillaire primitive |. 

_ no 3 ~~ — les deux formes précédentes. 

— no 4 — — la forme ronde. 

— no 5 = — la forme bacillaire active. 

— no 6 — — la forme ronde et la forme active. 


Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus: 


Cultures Durée des cult. S. initial Sucre final S,consommé Az. final Az. initial Azote gagné 


no 4 14 jours 1500mgr 114141mgr  389mgr 1B mer,8 A9mgr,5 — Bmer,7 


no2 44 id. 891 609 17,1 ids teed 
n3 44 id. 757,5 625 24,7 Gh Vat aiet sy) 
no4 29 1750 1578 172 (iy rie ae TENE 
no5 3 id. 927 823 9,3 ide Mae 
no6 5 id. 1128 627 9,5 ido ok 


Les chiffres fournis par les n° 1, 2, 3, qui constituent la pre- 
miére série, sont trés instructifs. Dans les deux premiéres cul- 
tures il s’est produit une déperdition d’azote; on est donc ici en 
présence de ferments dela matiére azotée; ce caractére est d’au- 
tant plus prononcé que l’on se rapproche davantage de la forme 
ronde. La consommation de saccharose est 4 peu prés inverse- 
ment proportionnelle 4 la perte d’azote; celui-ci se dégage a 

‘l'état gazeux; des barboteurs a acide sulfurique convenablement 
placés sur le courant d’air ne retiennent pas de trace d’ammo- 
niaque. 

Lorsque les deux formes microbiennes sont associées, les 
résultats sont bien différents; en 14 jours, dans un milieu trop 
riche en azote initial, il s’est produit un gain de 2™",2 d’azote. 

L’aspect des cultures concorde bien avec ces chiffres; les va- 
ses n° let 2 renferment un bouillon trés fluide; les microbes 
forment un dépét pulvérulent qui se réunit dans les parties les 
plus déclives du fond. Le contenu du n° 3 esttrés épais, trés riche 


en mucosité. 
Dans la deuxiéme série, le n° 4 a conservé sa fluidité jusqu’au 


1. appelle forme bacillaire primitive celle qui ne produit pas de mucosité, 
tandis que V’expression forme active correspond a ]’état sous lequel elle en donne. 
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20° jour. A partir de ce moment il est devenu visqueux ; ce chan- 
gement dans I'aspect de la culture a coincidé avec lévolution 
de la forme ronde vers la forme bacillaire. Lorsqu’on a mis fin 
a cette expérience, les tubes de gélose ensemencés avec le con- 
tenu du ballon montraient au microscope deux bacilles mobiles, 
légerement différenciés; incapables de produire de la mucosité 
lorsqu’ils sont séparés, ils en élaborent lorsqu’ils sont associés. 
De plus, ces microbes ne provoquent plus de déperdition d’azote. 
Cette évolution vers la forme bacillaire active s’est faite sous 
influence d’une température favorable et d’une aération tres 
active, car pendant ce temps, les formes conservées sur gélose 
ne se sont pas transformées. II faut noter également l’influence 
de la composition du milieu de culture, tres pauvre en azote com- 
biné et trés riche en saccharose. 

Les chiffres relatifs au gain d’azote correspondent assez 
exactement, dans les deux autres cultures, aux propriétés des 
microbes qu’elles renferment. Le n° 2 a consommé plus de sac- 
charose pour produire 4 peu pres le méme travail, l’association 
de deux formes exerce donc encore une influence sensible sur le 
résultat final. . 

A ces deux séries d’expériences correspondent deux séries 
d'inoculations faites sur des vesces de Narbonne‘; les résultats 
obtenus dans cette yoie reproduisent assez fidelement ceux que 
Panalyse vient de fournir. 


1. Cette legumineuse donne des nodosités 9 a 12 jours aprés l’inoculation. La 
graine est de la grosseur du pois le plus volumineux. Le testa, plus dur, permet 
de faire agir plus longtemps le sublimé et d’obtenir une stérilisation plus rigou- 
reuse sans s’exposer 4 endommager |’embryon. 

Comme mes recherches ont nécessité ’emploi d’un grand nombre de plantes 
poussant dans des solutions nutritives stériles, je donnerai ici le mode opéra- 
toire auquel je me suis arréteé. 

Pour la stérilisation, j’ai eu recours au procédé ordinaire qui consiste: 1° en 
lavages préalables a l’eau stérile; 2° séjour d'un quart d’heure dans le sublimé 
acide au 1/100, en récipient stérile; 3° 4 a5 lavages a l’eau stérile en ballons sté- 
riles. 

Les semences ainsi préparées sont réparties dans des tubes de 20 centimétres 
de longueur sur 2 de diamétre et remplis au 1/3 de leur hauteur d’cau distillée; 
ces tubes sont munis de deux tampons de coton; l’un, assez lache, repose surl’eau 
dans laquelle il est immergé en partie; autre, plus serré, remplit le rdle ordi- 
naire des tampons de coton. Le tube ainsi préparé est stérilisé 120°; pour met- 
tre la graine en germination, on la dépose avec une pince flambée sur le tampon 
de coton intérieur. 

Au bout de 48 heures a la température de la chambre, en été, la racine sort ; 
elle traverse facilement le tampon de coton et va baigner dans l’eau distillée, 
pendant que la tige occupe le compartiment supérieur du tube; celle-ci peut 
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La forme ronde et la forme bacillaire inoculées séparément 
ne donnent pas de tubercules. I n’y a rien sur les racines qui 
rappelle les formations de cette nature; mais les bacilles culti- 
vent-dans le feutrage des poils absorbants; ils forment ainsi une 
gaine persistante qui entoure le corps de la racine et la grossit 
beaucoup; on y trouve au microscope un bacille tres fin, mobile, 
identique au point de vue de la forme a celui que l’on observe 
dans les jeunes nodosités & peine visibles a ]’ceil nu. 

En fixant et en colorant la préparation, on voit, dans l’en- 
chevétrement des poils absorbants, des filaments fortement colo- 
rés ; en les décolorant modérément par J’alcool, on leur donne 
de la transparence et l’on peut distinguer nettement le bacille 
qwils renferment. La figure 6, Pl. I, représente un de ces 
filaments muqueux a un grossissement de 100 D avec quelques 
fragments de poils absorbants ; ils sont identiques 4 ceux de la 
figure 4 de la méme planche, et comme eux ils ne diffrent que 
par le volume du pseudo-mycélium qu’on observe dans les 
jeunes nodosités. 

Les racines des plantes inoculées avec les deux formes 
microbiennes associées portent de tres nombreuses nodosités ; 
celles-ci renferment des bacilles ramifiés; elles sont aussi 
volumineuses que celles que produisent, dans les mémes condi- 
tions, les microbes sortant de la pulpe des tubercules. 

La seconde série d’inoculations a donné des résultats iden= 
tiques aux précédents ; cette fois, par conséquent, l’harmonie 
n’est pas si complete avec les indications de la chimie. La 
forme bacillaire active est encore impuissante a produire des 
nodosités. 

Une question s’impose maintenant a la suite de toutes ces 
expériences qui se confirment mutuellement. Les microbes des 


acquérir une longueur de 7&8 cm. et développer deux ou trois feuilles, étiolées 
naturellement. ; 

Lorsqu’il y a contamination, la graine a apporté des germes qui sont surtout 
des spores de moisissures, de mucors principalement ; les_penicilliums et les 
aspergillus sont plus rares; les microbes constituent Vexception. S’il y a des im- 
puretés, la plante se développe mal et périt le plus souvent; dans les tubes sté- 
riles, ’eau reste parfaitement limpide et les racines sont dun blane d’ivoire, Lors- 
qu'on a bien choisi ses graines, la contamination n’atteint pas plus du 1/20 des 
plantes en germination. 

Quand la tige a 7 48 centimétres de longueur, on transporte la jeune plante 
dans un récipient stérile muni d’une solution nutritive, en prenant toutes les pre- 
cautions pour opérer ce transfert d’une maniere aseptique. 
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nodosités appartiennent-ils & deux espéces bacillaires, ou bien 
toutes ces formes résultent-elles d’une évolution graduelle d’une 
seule et méme espéce? 

Il semble bien, par ce qui précéde, qu'on se trouve en pré- 
sence de deux especes. Rien ne permet d’affirmer que lorsqu on 
part d’une colonie obtenue avec un microbe sortant d’une nodo- 
sité, on ne prend pas, 4 son insu, les deux espéces simultané- 
ment ; elle peuvent se confondre longtemps par leurs caractéres 
morphologiques, puis se différencier sous l’influence des agents 
de transformation ; et ce n'est qu’au moment ou leurs caractéres 
sont suffisamment distincts qu’on s’apercoit qu’il y a en réalité 
deux especes de formes et de propriétés bien tranchées, 
comme on l’a vu. 

En observant attentivement le passage des formes rameuses 
des nodosités & la forme bacillaire des cultures, on remarque que 
les premieres sont des colonies et non des individus. M. Franck 
avait déja observé que chacune de ces formes met successive- 
ment en liberté plusieurs coccobacilles mobiles. Voici ce que 
j'ai vu 4 mon tour: les formes ramifiées des tubercules, trans- 
portées sur des tubes de gélose, se gonflent en une petite série 
de vésicules séparées par des étranglements qui prennent bien 
Ja couleur (fig. 1, Pl. I}. Les vésicules ne se colorent pas ; ce 
sont des vacuoles dilatées par les courants osmotiques dus au 
changement de milieu; elles se résorbent ou éclatent ; les gra- 
nules protoplasmiques, mis en liberté, donnent naissance a 
autant de bacilles mobiles. Nous devons donc considérer ces 
formes complexes comme des agrégats d’individus, et rien ne 
prouve a priori que ces colonies ne soient pas formées par deux 
especes microbiennes. 

Il est vrai que si nous regardons 4a l’autre extrémité de la 
chaine que nous connaissons déja, nous trouvons encore qu’elle 
se ferme par ia forme ronde qui serait également commune aux 
deux especes. 

Pour arriver a donner une solution nette de cette question, 
j'aicherché dans une autre voie. J’ai transformé a Ja tempéra- 
ture de 35° des cultures d’origine trés récente, par une série de 
réensemencements effectués toutes les 48 heures sur gélose 
acide. Ces cultures, conservées ensuite a la température de la 
chambre sur milieu alcalin, donnent, au bout de 45 jours, 


NODOSITES DES LEGUMINEUSES. 137 


deux sortes de colonies; les unes normales, les autres blanches, 
nacrées, luisantes; ensemencées séparément et portées brusque- 
ment sur gélose acide & la température de 35°, elles donnent les 
unes et les autres des formes ramifiées. 

Inoculées séparément ou ensemble, elles produisent dans 
tous les cas, au bout de 12 a 15 jours, de nombreux tuber- 
cules radicaux. On ne peut plus admettre aprés tous ces pas- 
sages que chacune des colonies séparées dans la suite soit 
formée par deux germes d’especes différentes. [I faut donc 
considérer toutes les variétés de microbes qui ont été examinées 
jusqu’ici comme des modifications d’une espéce unique. 

Conclusions. — La série de faits que je viens d’exposer 
entraine un certain nombre de conclusions. 

Ce qui frappe tout d’abord, c’est la variété des formes que 
l’on peut obtenir sur les milieux artificiels ; mais i] faut se hater 
d’ajouter que, dans l’intérieur méme des nodosités, ils’opere des 
transformations analogues. 

Lorsqu’on examine le contenu de ces organes épuisés, on ne 
trouve plus que des formes bacillaires ou des formes rondes 
qui n’offrent aucune parenté apparente avec les microbes rami- 
fiés si caractéristiques des jeunes tubercules. M. Laurent les 
considére comme des formes saprophytes du sol attirées dans 
ces régions par l’abondance de la nourriture. Elles donnent, en 
effet, tres rarement, des tubercules par inoculation et, de plus, 
leurs cultures ne présentent plus les caractéres des bacilles ty- 
piques. Comme les expériences précédentes montrent que le 
microbe des nodosités peut perdre toutes les propriétés qu’on 
est convenu de regarder comme caractéristiques, on peut, en 
groupant les faits épars dans la premiére partie de ce travail, 
donner une interprétation des transformations qui ont leur 
siége dans les tubercules mémes. 

J’ai déja montré comment se fait l’infection, comment 
naissent et disparaissent les tubes muqueux, et sous quelles 
influences les formes rameuses succédent aux coccobasilies. Si 
on reprend maintenant les tubercules & un Age plus avancé, on 
assiste 4 leur épuisement graduel par le retrait de la seve. Mais 
avec la disparition du liquide nourricier, l’acidité cesse égale- 
ment son action. Les microbes peuvent faire retour a la forme 
simple, et commeils ne regoivent plus d’aliments tout préparés , 
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ils s’adaptent aux nouvelles conditions d’existence qui leur sont 
faites. De ferments des matiéres hydrocarbonées, ils deviennent 
ferments des matiéres azotées, et, de fixateurs d’azote libre, ils 
deviennent consommateurs d’azote. Ils sont alors capables de 
vivre dans la terre 4 l’état de microbes saprophytes, et a partir 
de ce moment, ils se confondent avec la plupart des microorga- 
nismes qui la peuplent. 


Vill 


LES MICROBES DES NODOSITES DANS LE SOL 


Personne & ma connaissance n’a isolé directement le bacille 
des nodosités du sol. M. Laurent a observé des kystes dans les 
vieux tubercules; il n’a pasréussi a les faire germer; d’aprés lui 
ils persistent dans la terre et germent sur le passage des racines, 
a la faveur des actions chimiotaxiques exercées par les poils 
absorbants. Pour M. Nobbe, il existe dans le sol une forme 
neutre, capable de s’adapter 4 la longue a une espéce de légu- 
mineuses, et de donner ainsi des races susceptibles d’envahir 
plus particulierement une espéce ou un genre déterminés. 

Le chapitre précédent renferme des faits quiseront un guide 
précieux dans la recherche des formes libres du sol. 

Pour orienter mes investigations, j’ai ensemencé une trace 
de délayure de terre sur une série de douze tubes. Parmi toutes 
les colonies que j’ai obtenues ainsi, aucune ne présentait les 
caractéres du bacille des légumineuses. Ce résultat était prévu ; 
car au moment ow les débris de tubercules radicaux se disso- 
cient dans la terre, l’évolution des microbes est si avancée qu’il 
est, je le répete, impossible de les caractériser. 

J’ai pris alors deux échantillons de terre; l’un A, Ala surface; 
autre B, & 20-25 centimetres de profondeur. Aprés en avoir dilué 
quelques décigrammes dans de |’eau stérile, j'ai introduit deux 
ou trois c. c. de chacune des délayures dans deux récipients ot 
végétaient, a l’abri des microbes, deux jeunes plants de vesce de 
Narbonne. En méme temps, j’ai ensemencé deux séries de huit 
tubes de gélose avec les mémes délayures. 
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Parmi ces tubes, j’en ai choisi deux (un dans chaque série), 
ceux qui renfermaient le plus de colonies microbiennes, tout en 
étant exempts de moisissures vulgaires, et, sans me soucier 
d’isoler les especes, je les ai ensemencées toutes a la fois sur de 
nouveaux tubes, de facon a faire un grand nombre de passages, 
On devine aisément que cette opération a pour but de provoquer, 
par l’association des formes inégalement différenciées, une 
évolution rapide vers le stade caractéristique. De plus, il est 
bien évident que si le microbe qu’on se propose disoler se trouve 
dans les cultures, loin de succomber dans cette sélection forcée, 
il prendra plutdt le dessus sur les especes antagonistes, puisqu’il 
se trouve dans les conditions les plus favorables a son dévelop- 
pement. 

Au début de ces manipulations, les deux cultures A et B étaient 
constituées par une couche glaireuse, peu abondante, mais elles 
ont acquis au bout de quelques semaines un développement 
luxuriant. 

A 35°, sur gélose acide, elles ne produisent pas de formes 
rameuses apres 48 heures d’étuve. Si on les abandonne ensuite 
a la température de Ja chambre pendant 6 jours, on découvre au 
microscope, avec un peu de patience, quelques bourgeons bien 
caractérisés. D’autre part, l’aspect des cultures est assez encou- 
rageant, et si l’on ne peut pas affirmer déja qu’elles renferment 
le microbe cherché, le doute n’est plus possible Jorsque les nodo- 
sités se sont montrées sur les deux plantes inoculées. 

La culture A présente un aspect variable suivant son age. 
Durant les deux ou trois premiers jours, la gélose est couverte 
d’un enduit sec qui rappelle un peu l’aspect du subtilis. Vers le 
quatrime jour, la surface devient humide, et une mucosité 
pateuse et grisdtre coule au fond des tubes lorsqu’on les main- 
tient debout. 

Dans le mucus on ne distingue au microscope qu’un bacille 
court, mobile, tandis qu’avant l’apparition de cette substance, 
on ne trouve pour ainsi dire que de gros filaments bactériens 
completement sporulés. 

La culture B ne présente pas le méme aspect; la mucosité 
s'y développe dés les premiers jours; elle est plus abondante 
que dans la culture A; elle est égaiement plus hyaline et plus 
épaisse; elle ne renferme que des bacilles et des formes rondes. 
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Il s’agit maintenant d’isoler les especes qui peuplent ces cul- 
tures, et d’y caractériser, si possible, le microbe des nodosités. 

La culture A m’a fourni trois especes : deux bactéries sporo- 
genes et un bacille représenté sur six tubes par trois colonies; les 
colonies de bactéries sont beaucoup plus nombreuses; l'une 
d’elles, que j’appelle a, présente un aspect particulier ; elle s’étend 
a la surface de la gélose, en donnant des arborescences tout a 
fait comparables a celles que l’eau congelée forme snr les vitres. 
L’autre bactérie donne des colonies riches et chagrinées; elle 
n offre aucun intérét. 

Le bacille forme des colonies proéminentes, padteuses, qui 
s étalent en vieillissant ; je lappelle b. 

La culture B renferme un plus grand nombre d’espeéces; je 
n’en ai conservé qu'une seule, c, un bacille trés mobile assez 
semblable comme aspect au microbe des nodosités. 

Les microbes a et 6 attirent l’attention par la régularité avec 
laquelle ils se succédent dans la culture; j’ai déja dit que la bac- 
térie apparait la premiére, envahit tout le tube, et donne des 
spores ; puis le bacille b se développe a son tour, et dans la cul- 
ture de huit jours, il semble qu’il soil seul; on ne trouve plus 
ni spores ni bactéries. En séparant les espéces contenues dans 
une culture agée, afin d’étre plus str d’obtenir les microbes pro- 
ducteurs de mucosité, je n’ai obtenu que 3 colonies de bacille b. 
Ceci m’a fait penser que la bactérie a doit présenter un stade 
bacillaire qui ne serait autre que 6. 

Pour établir les relations qui existent entre ces deux formes, 
jai isolé & nouveau la bactérie a du sol. Rien n’est plus facile : 
cette bactérie est tres répandue a la surface de la terre arable; et 
comme elle se reconnait facilement & son mode de développe- 
ment, onl’obtient a V’état de pureté au bout de sept ou huit jours. 
Voici comment : on prend un fragment de colonie, on le dépose 
au milieu d’un tube de gélose. En moins de 48 heures, la bac- 
térie s'est propagée a plus de 2 centimetres du point d’origine ; 
on détache un fragment périphérique qu’on dépose sur un 
autre tube. En répétant cette opération trois ou quatre fois, on 
est parfaitement str d’avoir éliminé toutes les impuretés. En 
culture pure, la bactérie @ donne de longs filaments qui 
rayonnent en tout sens, se croisent et se groupent en faisceaux 
visibles 4 l’ceil nu, légerement proéminents etadhérant fortement 
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a la gélose; des filaments diffus et nuageux pénetrent dans le 
substratum et l’envahissent lentement. Aubout de 24 heures, 
les filaments les plus agés renferment déja des spores. Apres 
3 a4 jours, ces spores germent en donnant naissance a des 
filaments analogues aux premiers, mais plus courts et plus gros, 
la culture revét alors un aspect humide et se laisse détacher 
assez facilement de sa gélose. Cette seconde génération sporule 
trés lentement a son tour, et les spores une fois formées se con- 
servent indéfiniment. Ce a’est pas la le seul processus de 
reproduction que les formes courtes présentent. Au bout de 
quinze jours on voit poindre un peu partout de petites colonies 
laiteuses qui augmentent de volume; elles sont fournies par un 
bacille court, noyé dans une mucosité abondante. Si on ense- 
mence une parcelle de ces colonies, on n’obtient que la forme 
bactérienne et le processus recommence. 

On peut l’activer par la chaleur, par l’emploi des milieux 
acides placés a 35°, et aussi parla concurrence vilale, comme cela 
se passait dans la culture A. 

Les formes courtes, avant de se résoudre en coccobacilles, pré- 
sentent dans chaque article une, deux ou trois condensations 
protoplasmiques, suivant la rapidité de la transformation. Ces 
granulations absorbent peu a peu la masse de Ja bactérie, et, une 
fois indépendantes, elles se reproduisent sur place en donnant des 
colonies laiteuses. 

La fig. 9, PIII, représente cette évolution, et la fig. 6, Pl. I, 
reproduit les coccobacilles libres. 

La forme bacillaire ne se fixe qu’a la longue, et c’est pour 
cela, précisément, que les colonies du bacille } étaient si rares 
alors qu’on s’attendait 4 n’obtenir qu’elles. Le bacille 6 est en 
effet le stade dissocié et mobile de la bactérie a. En partant d’une 
culture pure de cette derniére, on arrive 4 obtenir en huit jours 
des cultures identiques comme aspect a celles que l’on obtient 
en ensemencant directement le bacille b. Dans les deux cas la 
mucosité est abondante,d’une couleur rosée quandelle est épaisse, 
et virant au rouge orangé par la dessiccation '. 


4. Donnons en passant les caractéres que présente la bactérie a sur quelques 
milieux de culture. Ce qui précéde se rapporte a la gélose de haricots. 

Sur gélose de viande, elle est beaucoup plus stable. 

Dans les bouillons, elle forme des zooglées hyalines qui restent longtemps en 
suspension dans le liquide. Au bout de plusieurs semaines, elles se désagrégent 
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Ceci étant établi, nos investigations se borneront désormais 
a identifier les deux bacilles b et c avec le microbe des nodosités. 
Tous deux produisent une mucosité abondante, légerement 
lactescente avec b, et tres hyaline avec ; le plus souvent, la muco- 
sité fabriquée par le bacille authentique est intermédiaire entre 
les deux. On sait en outre que celui-ci ne liquéfie pas la géla- 
tine, qu’il posséde un stade ramifié qui apparait dans des condi- 
tions déterminées, qu'il fixe de l’azote dans les milieux de cul- 
ture, et enfin qu’il produit. des tubercules par inoculation aux 
légumineuses. 

Voyons si les bacilles b et ¢ possédent ces propriétés. 

Culture sur gélatine. — b liquéfie la gélatine d’une facon 
irréguliére; si on l’ensemence en stries, il se développe une 
trainée grisdtre trés proéminente; quelquefois des excavations 
se forment sur son trajet; leurs bords sont taillés a pic, la li- 
quéfaclion ne se généralise jamais. 

c ne liquéfie pas la gélatine. 

Formes ramifiées. — L’action de la température de 35° est 
sans action sur les microbes b etc; ils s’y habituent tres facile- 
ment, et se développent aussi abondamment et plus vite qu’a 
la température de la chambre. 

Lorsqu’on fait usage, a 35°, de gélose additionnée de 
1/1000 d’acide tartrique ou d’acide oxalique, le bacille b forme 
des filaments composés généralement de deux segments dont 
les extrémités paraissent vides et ne prennent pas la couleur. 
Pour observer les formes ramifiées, il faut examiner des cultures 
de 24 heures; elles sont alors constituées par des colonies séches, 
aplaties, tres minces, comme de légéres écailles ; elles renferment 
des batonnets enchevétrés présentant souvent des renflements 
et des ramifications trés nettes. 

Au bout de 48 heures, les filaments commencent a se seg 
menter en boules, et & partir de ce moment la mucosité se 
forme ; dans les cultures de 3 4&4 jours on ne trouve plus de 
formes longues et ramifiées. 


et tombent au fond des récipients en formant un dépdt pulvérulent, renfermant 
des bacilles fins et des spores. 


Elle liquéfie énergiquement la gélatine, et se comporte ensuite dans le liquide 
comme dans les bouillons, 

Elle ne coagule pas le lait; elle se développe trés bien sur pomme de terre 
glycerinée, mais perd son aspect particulier ; elle forme un épais enduit glaireux. 
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Le hbacille ¢ s’est montré complétement réfractaire A cette 
transformation; j’ai fait une série de trente réensemencements 
successifs, d’abord toutes les 24 heures, puis & huit heures d’in- 
tervalle; & aucun moment il n’a présenté de formes rameuses ; 
jai arrosé des cultures 4gées de huit heures avec quelques 
gouttes d’acide oxalique au 1/300; il n’en a pas trahi la moindre 
géne dans son développement. 

Les microbes présentaient cependant des modifications assez 
prononcées vers le quinziéme passage: quelques-uns avaient la 
forme de point d’exclamation; leur contenu, d’une maniére gé- 
nérale, était granuleux et vacuolaire. Le 15° passage a servi A 
ensemencer un tube de gélose alcaline; la culture a été 
conservée a la température de la chambre. Le 30° passage a été 
exposé & la température de 35° pendant 30 jours, puis ense- 
mencé sur milieu alcalin et conservé ala température de la 
chambre. Nous le retrouverons plus loin. 

Fixation de Vazote libre. — Pour étudier le pouvoir fixateur 
des bacilles 6 et c vis-a-vis de l’azote libre, j’ai employé la mé- 
thode habituelle. Le tableau suivant contient le résumé des 
résultats obtenus : 


Désignation des cultures. Sucre initial. Sucre consommé. Az. init. Az. final, Az. gagné, 
mgr. mgr. mgr. mer. mgr. 
No 1 (b) 1500 Y 19,5 22 8 3,3 
2 (c) id. » 19,5 25,5 6,0 
3 (b) 1750 585 7A 7,4 0,4 
A (c) id. 1376 7A 10 2.9 
5 (be) id. 1307 7,4 13,4 6,3 


Les cultures n° 4 et 2 ont été beaucoup plus actives que les 
n°’ 3 et 4, L’explication se trouve peut-étre dans la composition 
des bouillons; ce qui montre d’ailleurs que le second n’est pas 
favorable, c’est l’apparition des spores dans le n° 3. Par contre 
les deux formes associées doublent la quantité d’azote initial ; 
ceci prouve que les deux microbes s’influencent favorablement, 
a linstar des formes différenciées des microbes des nodosités. 
L’aspect des cultures concorde bien avec ces résultats, d’aprés 
ce que l’on sait des relations de la mucosité avec l’azote gagné. 
Dans le vase n° 5, le bouillon est littéralement gélatinisé. 

Inoculation des plantes. — Jusqwici, il n’y a pas concordance 
complete entre les caracteres du bacille ¢ et ceux du microbe 
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des nodosités; } seul répond a toutes les exigences; ¢ posséde 
a un haut degré la faculté de fixer l’azote libre, mais il ne pro- 
duit pas de formes rameuses. L’inoculation’ des plantes va tran- 
cher la question. 

J’ai inoculé les formes microbiennes suivantes en employant 
encore des vesces de Narbonne végétant en milieu stérile ; 

1° Bactérie a; 2° bacille b; 3° bacille c; 4° a+b; atc; 
6°c +. Les plants inoculés avec (¢ + ) seuls ont donné des 
résultats positifs, qui ont été confirmés immédiatement apres par 
une nouvelle série d’expériences. 

Si on rapproche ces résultats de ceux qu’on a obtenus avec 
les formes différenciées du bacille authentique, en saisit facile- 
ment l’harmonie qui existe entre eux; et comme on a déja éta- 
bli que les variétés de microbes, étudiées dans le chapitre précé- 
dent, appartiennent a une espéce unique, on est en droit de 
conclure que les deux microbes } et ¢ constituent aussi deux 
formes différentes des microbes des nodosités. 

On connait donc maintenant la forme de résistance de ce 
microbe; c’est la bactérie ~@; mais,a cété de cette forme de résis- 
tance, il y en a d’autres qui vivent a l’état de liberté dans le 
sol, comme des microbes saprophytes; le bacille ¢ est de ce 
nombre. Comme c’est lui qui se rapprochait le plus de la 
forme typique, parmi toutes les espéces qui peuplaient la cul- 
ture B, c’est a lui que j’ai donné la préférence dans mes démon- 
strations. Il se peut que toutes les autres especes qui poussaient 
a colé de ¢ soient distinctes du microbe des nodosités. Néan- 
moins il existait dans cette culture un ensemble d’espéces qui 
s'influengaient d'une maniére favorable. Aucune des especes 
associées ne donnait en culture pure un développement compa- 
rable a celui qu’atteignait la culture B, et le bacille c lui-méme 
n’a fourni ce résuitat qu’a la suite d’un grand nombre de pas- 
sages sur gélose. 

La bactérie @ est un microbe immobile; elle est incapable 
d'obéir aux actions chimiotaxiques exercées par la racine des 
légumineuses; elle ne s’implante pas sur ces organes; ce sont 
les formes libres et mobiles seules qui produisent l’infection des 
plantes. 
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IX 


LES MICROBES DES NODOSITES POSSEDENT UNE FORME OOSPORA 


J’ai montré comment la bactérie a passe au stade bacillaire b. 
J’ai insisté sur ce fait, que le bacille } ue se fixe que lentement; 
lorsque celui-ci affecte la forme ramifiée ou lorsque le microbe 
des nodosités subit les mémes transformations, on assiste encore a 
un commencement d’évolution vers une forme ignorée. On ne 
peut pas dire que ces éléments ramifiés représentent un stade de 
souffrance, puisqu’ils sont la régle dans les tubercules radicaux. 
Quelle peut étre cette forme jusqu’ici purement hypothétique? Si 
on regarde les figures 2 et 3, Pl. [, et les figures 1 et 2, Pl. II, on 
voit que les organismes qu’elles représentent offrent la plus 
grande analogie avec les fragments dissociés d’un mycélium agé 
d’oospora; je n’ai pas réussi a conserver et a fixer ces formes 
dans mes cultures; mais elles se sont développées elles-mémes 
spontanément dans la culture faite avec le 15° passage du 
bacille c, conservée a la température de la chambre (voir p. 443). 
Au bout de deux mois, cette culture, placée horizontalement, 
portait 4 la surface de la mucosilé' quatre petits amas d’une 
poussiére d’un gris cendré, accompagnés d’un grand nombre 
d’autres particules presque invisibles de la méme substance, 
réparties surtout autour des taches principales. 

Je n’ai pas eu de peine areconnaitre la forme oospora avec 
son mode de sporulation en chapelets. Dans la masse de la mu- 
cosité, on trouvait un grand nombre de microbes en voie de 
transformation; les uns allongés seulement, les autres présen- 
tant déja plusieurs rameaux et formant quelquefois des paquets 
enchevétrés (fig. 10, Pl. I). 

En présence de ce résultat, qui m’a surpris, étant donne 
Péchec auquel je m’étais heurté, précisément avec le hacille c, 
dans la recherche des formes ramiliées, je me suis empressé de 


1. Cette substance se desséche trés lentement; lorsqu’on incline les tubes, elle 
s’étale uniformément sur la gélose et la protége contre la dessiccation, pendant 
cing ou six mois, méme dans les tubes fermés simplement au coton. 
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reprendre la culture de ce microbe sur milieux acides, mais cette 
fois a la température de 39-40°. 

Dés le premier essai, j’ai obtenu en 24 heures un résultat 
comparable a celui que m’a fourni le bacille des légumineuses. 
La ramification devient générale au bout de deux ou trois pas- 
sages: les microbes ramifiés forment des amas zoogléiques qui 
se conseryent assez longtemps dans la mucosilé, mais ils dis- 
paraissent toujours; ils tranchent nettement sur le reste de la 
préparation, parce que les éléments qui les constituent sont plus 
gros, se colorent mieux que les bacilles simples. 

En somme, on voit que le bacille ¢ posséde aussi la faculté 
d’évoluer vers la forme oospora; mais on ne peut fixer celle-ci 
qu’a la condition d’épuiser complétement les générations suc- 
cessives qui prennent naissance dans une série de réensemence- 
ments répétés un tres grand nombre de fois dans un temps trés 
court, et dans les conditions les plus défavorables pour le stade 
que |’on veut transformer. 

La culture issue du 30° passage n’a pas présenté ces transfor- 
mations. Elle avait été conservée, je le répeéte, pendant 30 jours 
a 35°, sur milieu acide; la culture était déja desséchée au mo- 
ment ov elle a été rajeunie. 

La forme oospora, que j’ai obtenue ainsi, présente a peu prés 
les caractéres de l’espece qui a été décrite dans ces Annales, 
t. VI, par MM. Sauvageau et Radais; elle pousse tres bien sur 
gélose de bouillon de haricots neutre ou alcaline, additionnée 
de 3 0/0 de sucre, elle donne des conidies & partir du 4° jour a la 
température de la chambre. Elle se cultive trés bien sur gélose 
de viande peptonisée; mais, dans ces conditions, elle ne produit 
pas de spores. Elle se développe d'une fagon luxuriante sur 
pomme de terre glycérinée, en donnant des spores a partir du 
4° jour; la pomme de terre verdit d’abord, puis brunit. 

L’oospora partage cette préférence marquée pour la pomme 
de terre glycérinée avec la bactérie a et les bacilles b etc; ceux- 
ci surtout produisent une couche glaireuse extrémement 
épaisse et des dépdts tres abondants; le microbe retiré des nodo- 
sités est plus exigeant; il pousse mal sur pomme de terre ordi- 
naire et encore plus mal sur pomme de terre glycérinée. 

La pomme de terre n’est pas d’ailleurs le seul milieu qui 
établisse une démarcation entre le bacille extrait de la plante et 
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Jes microbes 6 et ¢ qui proviennent directement de la terre; le 
premier ne pousse pas sur gélose de viande peptonisée ni dans le 
bouillon de viande; tandis que 6 et ¢ s’y cultivent bien, 
sans toutefois produire de mucus; dans le bouillon, ils forment 
des voiles ot le microscope montre des formes ramifiées nom- 
breuses; secs et écailleux avec b, ces voiles sont plus gras avecc. 

Nous devons maintenant identifier par un autre procédé la 
bactérie a, la forme oospora et la forme caractéristique des mi- 
crobes des nodosités, en les ramenant & trois microbes identiques, 
au point de vue de la forme et des propriétés physiologiques. 

Le genre oospora renferme plusieurs espéces parasites. Sans 
rien préjuger des propriélés pathogénes de celle que j'ai obtenue, 
il est permis de supposer qu’elle pourra s’acclimater dans l’or- 
ganisme des animaux, surtout si on la met a l’abri des phago- 
cytes par le procédé de culture en sac préconisé par MM. Roux, 
Metchnikoff et Salimbeni (Annales de VI, P. t. XI). 

Le microbe des nodosités, bien qu’essentiellement aérobie, 
ne meurt pas vite, lorsqu’on le prive d’air; comme il peut, 
d’autre part, évoluer vers un stade saprophyte, il est permis 
d’espérer qu'il résistera également a ce procédé de culture. La 
bactérie @ supportera également cette épreuve en raison de son 
caractére exclusivement saprophyte. 

Pour ménager autant que possible la transition entre la vie 
aérobie et Ja vie anaérobie, il suffira d’alterner la culture en 
bouillon avec les passages dans le péritoine, qui ne devront pas 
durer plus de deux ou trois jours. 

Les microbes des nodosités ont été cultivés dans le péritoine 
du lapin, la bactérie @ ou le bacille b qui en provient directe- 
ment, et la forme oospora, dans celui du cobaye. 

On a ensemencé le contenu de chaque sac dans du bouillon 
de haricots et de viande, et sur des tubes de gélose de méme 
nature. Les cultures placées 24 heures a 35° étaient examinées 
au microscope avant de faire le passage suivant. Enfin, pour 
s’assurer que les sacs étaient demeurés intacts, on ensemencait 
un tube de gélose avec |’exsudat contenu dans la fausse 
membrane qui se forme autour du sac. 

Le premier passage a duré 48 heures. A !’il nu, il était 
mpossible de distinguer 4 l’aspect du bouillon le moindre 


développement dans les sacs. 
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Le bacille b avait évolué vers la forme ramifiée, représentéee 
dans la fig. 7, Pl. HU. 

Le micrcbe des nodosités présentait des formes renflées, des 
formes irréguliéres dont quelques-unes ramifiées. 

L’oospora, qui avait été ensemencé a l’état de mycélium’, est 
représenté par quelques fragments de tubes vides a coté desquels 
on observe quelques formes rondes groupées par deux. 

Les milieux liquides ensemencés avec ces trois formes se 
troublent au bout de 24 heures. En goutte suspendue, on ne 
trouve qu’une forme a peu prés ronde, isolée, ou groupée par 
deux, ou réunie en chaines. 

Les milieux solides présentent les mémes microbes qui 
poussent assez abondamment. Au bout de trois semaines, la 
forme oospora apparait, représentée par 3 colonies; le microbe 
des nodosités donne immédiatement quelques colonies de bac- 
téries a, reconnaissables 4 leur mode de développement si carac- 
téristique; les filaments produisent des spores au bout de trois 
jours; il y a donc eu un retour brusque vers le stade sporulé; 
cette transformation ne s’est jamais produite dans mes cultures 
ordinaires. Par contre, aucune colonie ne rappelle par son 
aspect celles du bacille typique. 

Toutes ces formes de transition disparaissent au bout du 
troisiéme passage en sac, et, 4 partir de ce moment, les trois cul- 
tures sont identiques sur les mémes milieux de culture, bien 
que les microbes aient passé par deux espéces animales et a 
des époques différentes. 

La forme commune aux trois microbes est une forme ronde 
d’une finesse extréme; les grains ont un diamétre de 0,45 a 
0,47y, ils sont isolés ou groupés par deux ou méme réunis en 
petites chaines. 

Tous trois forment un enduit tres mince sur les milieux 
solides, bleuatre par transparence et gris par réflexion. 

Is troublent uniformément le bouillon, puis se déposent au 


bout de trois ou quatre jours en formant un amas visqueux qui 
s éléve en fils par l’agitation. 


1. Les spores ne germent pas dans les sacs mémes apres un mois de séjour 
dans le peritoine. Si on les reprend dans le sac pour les ensemencer sur des 
tubes de gélose de viande, elles germent et donnent exclusivement des colonies 
d’oospora qui produisent des spores au bout de huit a dix jours; on a vu 
qu’avant ce passage elles ne sporulaient pas sur ce milieu. 
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Ils liquéfient la gélatine sans la troubler. 

Ils coagulent énergiquement le lait; le coagulum se rétracte 
et se sépare du sérum. 

Ils acidifient tous les bouillons sans dégagement de gaz, 
méme dans les bouillons lactosés. Si on les additionne d’un peu 
de carbonate de chaux, les bullesse forment au bout de trois ou 
quatre heures. 

La réaction acide des bouillons permet de pousser plus 
Join Videntification en déterminant la nature et la quantité des 
acides qui prennent naissance dans des milieux de compositon 
variable. 

Voici les résultats obtenus avec trois bouillons différents : 


BOUILLON DE VIANDE BOUILLON DE HARICOT BOUILLON DE HARICOT 


NATURE |® 1:5/400 de peptone. a 3/100 de lactose. a 3/100 de sucre. 


| 
| 
| 


DES 


MICROBES 


acétique. 
lactique. 
acétique. 
formique 
Acidité 
lactique. 
acétique: 
formique 


s 
s 
x 


Acidité totale 
lactique. 


Bacille des 


nod. 


Bacille b. 


Oospora. 5 442 9 id. 0,384 | traces. traces, 


Comme on le voit, les trois microbes, placés dans les mémes 
conditions, produisent les mémes acides a peu prés dans les 
mémes proportions. 

Propriétés pathogenes des trois formes microbiennes. — Ici encore 
les résultats concordent. Les petits lapins de 1,000 grammes, ino- 
culés sous la peau ou dans le péritoine, meurent au bout d’un 
temps variant de 10 jours a 3 semaines. L’inoculation sous- 
cutanée est toujours suivie d’un abcés qui évolue lentement. 

Le sang ne renferme jamais de microbes; on en trouve tou- 
jours dans l’exsudat péritonéal qui est assez abondant. Les 
cultures fournies par cet exsudat possédent les mémes carac- 
teres que les cultures qui ont servi aux inoculations. 

Un lapin de 1,000 grammes, inoculé sous la peau avec | c.c¢. 

dune culture en bouillon faite avec le contenu du premier sac 
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ensemencé avec le microbe des nodosités, est mort au bout de 
3 semaines. L’exsudat péritonéal, aspiré 4 l’aide d’une pipette 

~ Atravers la paroi abdominale, ensemencé sur un tube de gélose, 
a donné une culture qui renfermait quelques colonies d’oospora 
acété de colonies nombreuses dues a la forme ronde. Le con- 
tenu du méme sac a déja donné la bactérie a; on adone retrouvé, 
en partant du bacille authentique des légumineuses, les deux 
formes que l’on a déja obtenues avec les microbes retirés du sol. 
Mais les stades sporogénes sont tres instables dans les conditions 
ou nous avons opéré. II faut les saisir au bon moment. 

Ainsi, en résumé, les microbes des nodosités présentent une 
succession de générations alternantes qui rappellent assez 
exactement le mode de développement d’un grand nombre de 
végétaux et d’animaux inférieurs. 

La bactérie a est répandue dans le sol, surtout & la surface; 
on la rencontre de préférence en hiver et au printemps; pour la 
forme oospora c’est l’inverse; celle-ci est trés rare en hiver et 
tres commune 8 la fin de l’été. C’est ainsi par exemple qu’au 
mois de septembre, sur un total de 169 colonies des différentes 
espéces microbiennes gui ont poussé sur six tubes de gélose de 
haricots ensemencés avec une trace de délayure de terre, j’ai 
compté une colonie de bactéries a, et 43 colonies appartenant a 
deux ou trois espéces d’oospora. Ce résultat, vérifié immédiate- 
ment apres, avec des tubes de gélose de viande, s’est confirmé 
rigoureusement. Sans accorder a ces chiffres plus d’importance 
qu’ils n’en comportent, il est permis de dire toutefois que la 
succession des saisons exerce une certaine influence sur les 
formes sporogeénes du microbe des nodosités. Les spores endo- 
genes, plus résistantes aux intempéries, sont surtout communes 
en hiver, tandis que les conidies, qui constituent d’excellents 
agents de dissémination, se rencontrent principalement en été. 
C’est 1a, on le sait, une loi trés générale chez les champignons 
microscopiques. 

La réaction de Gram appliquée aux microbes des nodosités. — La 
méthode de coloration de Gram est employée couramment pour 
caractériser les especes microbiennes; elle ne s’applique pas aux 
différentes formes des microbes des nodosités. Ainsi, les 
‘microbes contenus dans les tubercules, colorés par le violet 
d’Ehrlich, et traités ensuite par la solution de Gram, ne se déco- 
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lorent pas complétement par l’alcool. Au bout de deux passages 
sur gélose, ils se décolorent complétement. 

Le bacille 6 prend le Gram plus ou moins bien; le bacille ¢ 
ne le prend pas; toutes les formes rondes le prennent, ainsi que 
quelques formes bacillaires cullivées sur pomme de terre, au 
moment ow elles évoluent vers la forme ronde; les autres 
bacilles différenciés ne le prennent pas. Les deux formes 
sporogénes le prennent. 

Les formes ramifiées obtenues avec le bacille c le prennent 
également; cependant la décoloration est partielle; sur un méme 
filament, les parties renflées restent colorées pendant que tout le 
reste se décolore. 

Des deux formes bacillaires issues de la forme ronde, culture 
n° 3, tableau p. 133, l’une se décolore complétement, |’autre par- 
tiellement. 


xX 


CONCLUSIONS GENERALES 


Pour résumer les conclusions de ce travail, il nous suffira 
d’exposer briévement l’histoire du bacille des légumineuses, telle 
que nous venons de l’établir. 

Les formes libres du sol, attirées sur les racines des légumi- 
neuses par l’intermédiaire des hydrates de carbone diffusés dans 
la région des poils absorbants, pénétrent dans Jes tissus a l'état 
de coccobacilles, et provoquent la formation d’un méristéme qui 
donne naissance aux tubercules. 

Tant que les vaisseaux ne sont pas formés, ces coccobacilles 
restent englobés dans une matiére glaireuse qui simule l’aspect 
d’un mycélium. Plus tard, lorsque la séve circule dans les 
tubercules, la mucosité est emportée dans toutes les régions de 
la plante; les bacilles sont alors exposés a l’action permanente 
des acides dissous dans le suc végétal ; ils réagissent contre 
cette influence en formant des ramifications. Le pseudo-mycé- 
lium ne constitue pas un organisme vivant, une forme de 
transition du microbe des nodosités ; les observations que nous 
avons faites dans le cours de ce travail (p. 6 et 135) confirment 
la conclusion que nous avons exposée (p. 13), on ne peut pas 
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retrouver ces tubes muqueux, ni dans la pulpe des nodosités 
broyées sur une lame, ni dans les coupes colorées par les cou- 
leurs d’aniline ; il n’en serait pas de méme si la forme d’infection 
était la bactérie a ou la forme oospora, ces deux microorganismes 
résistant tous les réactifs colorants aussi bien d’ailleurs qu’aux 
manipulations nécessitées par la préparation des inclusions pour 
les coupes en série. 

Lorsque la plante arrive au terme de son évolution, les 
nodosités privées de seve et d’aliments se vident en partie ; 
elles ne renferment plus que des formes simples qui ne sont 
pas des formes banales du sol, mais des microbes issus du 
bacille typique, possédant des propriétés nouvelles et capables 
de vivre en liberté dans fe sol. 

La fixation de l’azote libre se fait dans les cultures artificielles 
aussi bien que dans les nodosités ; elle est 1a comme ici le 
résultat d’une synthése qui se fait aux dépens de l’énergie mise 
en jeu par la combustion des hydrates de carbone. 

Toutes les formes si variées qui se rencontrent dans la 
nature peuvent s’obtenir dans les milieux artificiels en faisant 
agir convenablement l’action des acides et de la chaleur; les 
milieux peptonisés produisent les mémes résultats ; on les 
obtient encore en exagérant la richesse en sucre ou en composés 
minéraux alimentaires. 

Les bacilles récemment isolés des nodosités conservent la 
propriété de produire de nouveaux tubercules par inoculation ; 
les formes différenciées dans le sens de la vie saprophyte la 
perdent peu a peu; mais le travail qu’une seule de ces formes 
est incapable de produire, deux formes associées peuvent 
laccomplir ; cette influence de l'association est tout a fait. nette, 
aussi bien dans la production des nodosités sur les racines que 
dans la fixation de l’azote libre dans les cultures. 

C’est évidemment grace a cette propriété que les formes 
saprophytes du sol parviennent a se fixer sur les racines et a 
former des tubercules ; nous n’avons pas réussi a isoler de la 
terre un microbe capable par lui-méme de produire des nodosités. 
On ne peut pas eninférer qu'il n’en existe pas 4 aucune époque 
de l'année; ceux que nous avons obtenus ont été isolés au 
commencement du printemps. 

Les formes indépendantes des microbes des nodosités 
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représentent un stade dissocié d’un végétal qui posséde en outre 
deux formes sporogénes ; l’une, la bactérie a, donne des spores 
endogeénes, l’autre est un oospora et donne des conidies. Ces 
deux derniers stades se rencontrent de préférence & la surface 
du sol; la bactérie a est tres répandue en hiver, la forme oospora 
se rencontre surtout a la fin de l’été. Ce mode de développement 
pourrait bien étre plus répandu dans le monde des microbes 
qu’on ne se l’imagine; l’évolution de ces étres serait ainsi sem- 
blable &celle dun grand nombre de végétaux et d’animaux infé= 
rieurs. 

Le microbe des légumineuses est pathogéne pour quelques 
especes animales ; il affecte dans l’organisme une forme a peu 
pres ronde d'un diamétre trés réduit; elle a une tendance a se 
mettre en chaine. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


PLANCHE I 


Fig. 14. — Microbes extraits de la pulpe des nodosités et transformés par 
an séjour de 24 heures sur gélose au bouillon de haricots a 3 0/0 de sucre. 
Une forme ramifiée donne naissance a plusieurs coccobacilles séparés par 
des vésicules qui se résorbent rapidement. Les vésicules se produisent sous 
Vinfluence des courants osmotiques provoqués par le changement d’habitat 
des microbes. G = 1,200 D. 

Fig. 2. — Formesen poires obtenues sur gélose de viande peptonisée, les 
portions incolores représentent des vacuoles. G = 4,200 D. 

Fig. 3. — Formes ramifiées et renflées obtenues a 350 sur gélose acide; 
elles ressemblent aux formes dissociées des filaments agés d’oospora. 
G = 4,200 D. 

Fig. 4. — Tubes muqueux formés dans une culture de bouillon de 
haricots 4 6 0/0 de saccharose, traversant une portion de membrane. 
G = 1200D. 

Fig. 5. — Les mémes a un grossissement plus faible, 500 D environ. 

Fig. 6. — Tubes muqueux formés dans le feutrage des poils absorbants, 
obtenus avec un bacille qui ne donne plus de mucosité. — L’intérieur de ce 
tube est rempli de coccobacilles comme le tube de la fig. 4. 

Les filaments foncés sont des fragments de poils absorbants. G = 100D. 

Fig. 7. — Aspect d'une culture sur plaque de gélose de labactérie, vue 
al’ceil nu. 

Fig. 8. — Laméme a un grossissement de 100 D. Toutes les bactéries sont 
transformées en spores. j 

Fig. 9. — Forme courte de bactérie c se transformant en coccobacilles. 
Ceux-ci restent disposés en files dans l’intérieur du filament qui se colore de 
plus en plus mal. Les coccobacilles se reproduisent et forment des zooglée 
enfermées dans une capsule commune. 

Fig. 10. — Culture du bacille @ évoluant vers la forme oospora; les fila- 
ments n’ont pas encore donné de conidies. 


PLANCHE II 


Fig. 1. — Forme ramifiée du bacille des nodosités obtenues sur gélose 
alcaline 4 350, G = 1,200D. 


Fig. 2. — Portion obtenue avec la méme préparation, montrant les 
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formes ramifiées groupées par l’évaporation du liquide sur la lame de verre 
Cd 00) 
Fig, 3 — Formes ramifiées de la méme culture se résolvant en bacilles, 
aprés un séjour de quelques heures en milieu liquide a 250. G = 1,200 D. 
Fig. 4 — Bactérie a. Culture Agée, sur pomme de terre glycérinée. 
= 15000 D: 
Fig. 5. — Spores dela bactérie a obtenues sur gélose au bouillon de 
haricot.G = 1,000 D. 
Fig. 6.— Bactérie ase transformant en coccobacilles. Culture diluée dans 
de l’eau distillée. G = 1,200 D. 
Fig. 7. — Forme ramifiée obtenue 4 35° sur gélose acide avec le cocco- 
bacille issu de la bactérie. G = 1,200 D. 
Fig. 8. — Fragment de colonie jeune d’oospora. G = 1,000 D. 
Fig. 9. — Forme communea la bactérie a, au microbe des nodosités, et 
a la forme oospora, obtenue par des passages en sac de collodion dans le 
péritoine des animaux. G = 1,200 D. 
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QUE SAVONS-NOUS DE L’ORIGINE DES SACCHAROMYCES ? 


Par M. Acs. Kuocker er H. ScHIONNING 


(Travaux du laboratoire de Carlsberg, t. IV, 1896.) 


Voici une analyse qui attend depuis longtemps sur le marbre, comme 
on dit dans les imprimeries. Elle a trait 4 une question sur laquelle les 
Annales sont souvent revenues, celle de l’origine des levures. Doit-on 
considérer ces levures comme formant une espéce indépendante, ou 
ont-elles une relation génétique avec quelque autre végétal microscopi- 
que auquel on pourrait les rattacher? 

Nousavons, il ya deuxans, publié le résumé d’un travail de M. Juhler 
qui, répondant a cette question, faisait dériver la levure d’un asper- 
gillus qui sert de temps immémorial, au Japon, pour faire fermenter 
le riz, et auquel on a donné, a raison de ce fait, le nom d’aspergillus 
oryze. Semé dans certaines conditions, ce végétal donnerait des formes 
bourgeonnantes capables de produire une fermentation alcoolique. 

Cette conclusion de Juhler, appuyée par Jorgensen et par Sorel, fut 
bientot contestée par Wehmer, et par les auteurs du mémoire que nous 
analysons. Une polémique s’ensuivit, polémique dont le mémoire 
résume, non sans entrain, les diverses péripéties. Peut-étre méme met- 
il un peu trop d’insistance 4 reprocher aux savants qui se sont occupés 
de ce sujet leurs erreurs et leurs contradictions. Qui n’a pas commis 
d’erreurs? Et qu importe du moment qu’elles sont redressées? La science 
est une quéteuse 4 domicile: chaque jour elle fait le départ des piéces 
fausses qu’elle a recgues et ne garde nulle rancune a ceux de qui elle 
les tient, 4 la condition que ce ne soit pas chez eux une habitude. 
Quant aux contradictions, lorsqu’elles sont, chez un savant, le rem- 
placement d’un mauvais sou par un bon, au lieu de l’en gronder, elle 
doit lui en savoir gré. 

Les détails de la polémique résumée par MM. Klécker et Schidnning 
n’ont du reste plus qu’un intérét historique et rétrospectif, et il suffira, 
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pour ceux que la question intéresserait, d’emprunter au mémoire que 
J analyse la bibliographie du sujet. Mais il est curieux d’envisager 
cette discussion au point de vue philosophique : on y voit combien 
les questions de fait s’embrouillent lorsqu’on les mélange de questions 
de mot. 

Ici la question de fait était simple, relativement. Historiquement 
et scientifiquement, elle se posait de la fagon suivante : Connaft-on 
un végétal microscopique capable de donner, dans certaines conditions 
d’existence, et & la suite de changements survenant dans la forme et 
dans les fonctions de quelques-uns de ses éléments, des cellules indéfi- 
niment bourgeonnantes, a la facon de la levure, et capables comme elle 
de produire des fermentations alcooliques. 

Cette question, remarquons-le, est une question de fait, indépendante 
de toute classification. On la complique dés qu’on y introduit la bo- 
tanique. Hansen, par exemple, a été conduit par ses études soigneuses 
a attribuer une grande importance a la formation des spores dans les 
levures, et & séparer celles qui en donnent et qu’il appelle des saccharo- 
myces, de celles qui n’en donnent jamais, et qu’il appelle des non-sac- 
charomyces. C’est son droit, et cette division, intéressante au point de 
vue botanique, edt peut-étre été utile si elle avait été acceptée par tous. 
Comme elle ne s’imposait pas, comme elle disloquait ce monde des 
levures, si intéressant au point de vue scientifique et industriel, en 
laissant parmi les saccharomyces authentiques les mycodermes du vin, 
incapables de produire une fermentationréguliére, et en rangeant parmi 
les non-saccharomyces la levure apiculée qui est une levure véritable, 
beaucoup de savants se sont cru le droit de dédaigner la spore comme 
moyen de classification, de continuer a appeler saccharomyces toutes 
les levures capables de produire une fermentation, de sorte que les 
savants se sont mis 4 parler deux langues différentes, et que la ques- 
tion de fait s’est compliquée d’une question de mots qui ne pouvait que 
Vobscurcir. 

Toutes les discussions, méme les plus confuses, finissent pourtant 
par s’éclaircir dés qu’on les aborde par l’expérience,c’est-a-dire dés 
qu’on revient aux faits. Naturellement on a cherché tout d’abord a 
faire dériver les levures des moisissures pourvues d’un mycélium, 
comme Vaspergillus oriz@. Ce qu’on cherchait était d’établir des tran- 
sitions, de faire dériver des Jevures de la transformation des filaments 
mycéliens, puis de faire dériver des mycéliums d’abord, des moisis- 
sures complétes ensuite, des ensemencements de levure. 

C’est un des adversaires de la thése de Juhler qui a le premier 
réussi & produire aux dépens d’une levure un mycélium typique. 
Hansen, en étudiant le saccharomyces Ludwigit, trouvé par Ludwig 
‘dans une exsudation muqueuse d’un chéne, a trouvé que cette levure 
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et uncertain nombre d’autres peuvent donner des filaments cylin- 
driques et rameux qui en font de vrais mycéliums. Mais jamais la 
transformation n’est allée plus loin, et, réduit & ces termes, l’argument 
était instffisant pour démontrer une relation génétique entre la levure 
et un champignon supérieur. 

Les preuves fournies par Juhler, Jérgensen, étaient de sens inverse. 
En ensemencant dans certaines conditions de l’aspergillus oriz@ en 
semences pures, on voyait des filaments mycéliens devenir des levures, 
et Sorel avait ajouté que l’ensemencement de levures pures sur du riz 
cuit 4 la vapeur donnait de nouveau de l’aspergillus. MM. Klocker et 
Schionning ont répété sous toutes leurs formes les essais précédents, 
avec la seule précaution de prendre des semences pures, et n’ont pu 
retrouver les mémes faits. Il y a dans l’aspergillus orize, tel qwil est 
fourni par l’industrie, une levure et un aspergillus; quand on les 
ensemence sur certains milieux, c’est ’aspergillus qui se développe 
seul. Sur d’autres, c’est la levure. Mais il n’y a aucune relation géné- 
lique entre l'un et l'autre. 

Cette thése est acceptée de tous les savants qui ont depuis étudié 
ce sujet. M. Kayser, quil’a étudiée dans mon laboratoire de I’Institut 
agronomique, l’accepte aussi pleinement, et MM. Jorgensen et Juhler 
-n’y contredisent plus. 

MM. Klécker et Schionning sont allés plus loin. Ils ont voulu voir 
si des levures ne pouvaient pas provenir de formes telles que le 
dematium, le cladosporium herbarum, dont la parenté avec les levures 
est soupconnée depuis longtemps. Ici la réponse est moins topique. 
En opérant purement, on n’ajamais vu naitre de saccharomyces formant 
des endospores, quelle que fat la variété des conditions offertes au 
dematium : cultures pures en milieux divers, ou sur les fruits mirs et 
non mirs, en nature libre ou dans des serres. Des fruits qu’on met & 
Pabri des insectes ou des poussiéres extérieures, en les enfermant 
dans des vases, des flacons, des cages de verre, au moment ou 
ils ne sont pas encore mars, portent, 4 leur maturité, des dema- 
tum et des cladusporium en abondance, mais ne donnent pas de 
saccharomyces authentiques, de quelque fagon qu’on les traite. Il y 
avait, au contraire, fréquemment des saccharomyces sur les fruits non 
enfermés. 

Rappelons-nous ici que la question de savoir s'il y a des saccha- 
romyces vrais n’est intéressante qu’au point de vue de la classification. 
Mais la vraie question, importante au point de vue génétique, c’est 
s'il natt aux dépens des cellules de dematium on de cladosporium, de 
formes bourgeonnanles, sporiféres ou non, capables de devenir 
des ferments alcooliques. Si, comme tout le doit faire croire, MM. Kléc- 
ker et Schionning suivent la classification de Hansen et appellent snc- 
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charomyces les seules levures & endospores, ils ont répondu a la pre- 
miére question, mais non a la seconde. 

Enfin, ils ont essayé, toujours sans sucéés, de provoquer des trans- 
formations de saccharomyces en champignons supérieurs, en les 
mettant, autant que possible, dans des conditions identiques 4 celles 
qui leur sont faites dans la nature. Tout ce travail, poursuivi avec un 
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soin et une constance digne d’éloges, aboutit done & une conclusion 
négative, mais qui n’en est pas moins importante, c’est que les sac- 
charomyces doivent jusqu’é nouvel ordre étre considérés comme des 
organismes indépendants. 

DucLaux. 
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